














i 
5 
, 
é 
: 
2 
‘ 
i 
% 
4 
; 
{ 
( 
4 
‘ 
i 
' 
» 
Ed 
i 
4 
F 
é 
SS] 
, 
: 
i 
j 
; 
3 


ni Be Seals Weta RO BA nt that 4 





S. Salaskin f. 


Jiingst verstarb nach kurzer, schwerer Krankheit Prof. 
Dr. 8. Salaskin in Leningrad. Im Jahre 1896 begann er seine 
wissenschaftliche Tatigkeit als Assistent am Institut fiir 
experimentelle Medizin unter der Leitung von J. P. Pawlow 
und M.v. Nencki. Schon 1898 wurde er als Professor der 
physiologischen Chemie an die medizinische Hochschule fiir 
das Frauenstudium in St. Petersburg berufen. Seit 1905 
bekleidete er den Posten des Direktors dieser Anstalt. In- 
folge eines Konfliktes mit seiner vorgesetzten Behérde verlor 
er 1911 diese Stellung. Im Jahre 1917 war er Mitglied der 
provisorischen Regierung und Minister fiir Volksaufklarung. 
In der Zeit von 1922 bis 1925 hatte er das Amt als Professor 


der Krymschen Universitat inne und war zeitweise deren 
Rektor. Er kehrte dann an das Institut fiir experimentelle 
Medizin zu Leningrad zuriick; er leitete speziell dessen bio- 
chemische Abteilung und war in den Jahren 1927 bis 1931 
der Direktor der gesamten Anstalt. 


Seine umfangreiche wissenschaftliche Beschaftigung er- 
streckte sich auf die verschiedensten Zweige der physiologischen 
Chemie. Mit besonderem Erfolg hat er die Fragen nach der 
Bildung von Endprodukten im Stoffwechsel, namentlich nach 
der Entstehung von Harnséure und Harnstoff, bearbeitet. 
Wichtige Untersuchungen fiihrte er iiber die Rolle der Leber 
in ihrer Bedeutung fiir die Ammoniakbildung und die Harn- 
stoffsynthese aus. Als Forscher wie als Organisator hat er 
sich bedeutende Verdienste um den Ausbau der Biochemie 
erworben. 

C.N. 
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Uber die Bildung eines Wuchsstoffes (Gruppe B) auf 
chemischem Wege. 


Von 


Niels Nielsen und Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 20. Oktober 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Laufe unserer Untersuchungen iiber den Wuchsstoff, der auf 
die Trockensubstanz-produktion von Aspergillus niger einwirkt und von 
uns Wuchsstoff B genannt worden ist (Nielsen und Hartelius, 1932), 
machten wir die Beobachtung, daB die Nahrlosung, auf der wir Rhizopus 
suinus zwecks Darstellung von Wuchsstoff zogen, unter gewissen 
Bedingungen selbst wachstumsbeschleunigend wirken konnte, ohne daB 
Pilze oder andere Mikroorganismen darauf gewachsen waren. Es hatte 
somit eine Bildung von Wuchsstoff auf rein chemischem Wege statt- 
gefunden. 

Wir benutzten zur Herstellung von Wuchsstoff auf biologischem Wege 
folgende Methode (Nielsen, 1930): 25cem einer Nahrlésung, welche 0,5 g 
MgS0O,, 0,5 g¢ KH,PO,, 10g Glykose, 10 g Ammoniumtartrat, 10 Tropfen 
1% ig. FeCl, im Liter enthielt, wurden in eine Petri-Schale (15.2 em) 
gegossen, in welche zwei Stiicke Filtrierpapier gelegt waren. Nach dem 
Autoklavieren wurden die Schalen mit Rhizopus suinus geimpft. Nachdem 
die Schalen 5 Tage lang bei 33° gestanden hatten, wurde die Nahrlésung 
vom Filtrierpapier und Mycelium abgepreBt; diese Lésung enthielt den 
Wuchsstoff B. 

In einem Kontrollversuch wurde gepriift, ob im Laufe von 5 Tagen 
im Thermostaten eine Veraénderung der Nahrlésung eintreten konnte, die 
nicht durch das Wachstum der Pilze verursacht war. Zugleich mit einer 
Reihe von in gewohnlicher Weise geimpften Petri-Schalen wurden auch 
einige Schalen in den Thermostaten gesetzt, die auf ganz dieselbe Weise 
behandelt, jedoch nicht geimpft worden waren. Nach Ablauf von 5 Tagen 
wurde die Nahrlésung auch dieser Proben gesammelt und ihre Wirkung 
auf die Trockensubstanz-produktion von Aspergillus niger parallel mit der 
aus Rhizopuskulturen gewonnenen Nahrlésung gepriift. 

Zur Bestimmung des Wuchsstoffgehaltes der verschiedenen Lésungen 
wurde die friiher (Nielsen, 1931, Nielsen und Hartelius, 1932) beschriebene 











Met] 
auf 

4g 

Zu | 
ein 

dere 
zZwis 
pri 
dan 
Lési 
Asp 


subs 


losu 
Sch 
hiel 
nur 
kult 


Ten 
auf 
die 
je 
der 
Ver 
Erli 


Wu 
han 
in ! 
wul 


zuc! 
stra 
dies 
wer 
wel 





auf 


2), 
Us 
en 
aB 
tte 


ge 
> 
en 
m) 
m 
om 
ng 
en 


en 
lie 
er 
ch 


an 


er 


16 





N. Nielsen u. V. Hartelius: Bildung eines Wuchsstoffes usw. 3 


Methode benutzt: Aspergillus niger wurde in 300-cem-Erlenmeyer-Kolben 
auf 50 ccm einer Nahrlésung gezogen, welche 0,5 g MgSO, 0,5 g KH,PO,, 
4g NH,NO,, 10g Glucose, 10 Tropfen 1° ig. FeCl, im Liter enthielt. 
Zu einigen dieser Kulturen wurde je |ecem der auf dem Wasserbad auf 
ein Fiinftel ihres urspriinglichen Volumens eingeengten Lésung gesetzt, 
deren Wuchsstoffgehalt bestimmt werden sollte. Das Verhiltnis  ,,f** 
zwischen dem Wachstum von Aspergillus niger in den Kolben, die die zu 
priifende Lésung enthielten, und in den Kontrollkolben ohne Zusatz gibt 
dann ein Ma fiir die wachstumsbeschleunigende Wirkung der zugesetzten 
Lésung und damit fiir deren Gehalt an Wuchsstoff. Das Wachstum der 
Aspergillus niger-Kulturen wurde gemessen, indem deren Gehalt an Trocken- 
substanz nach einer Wuchsdauer von 48 Stunden bei 33° bestimmt wurde. 


Bei diesen Versuchen zeigte sich nun, da nicht nur die Niahr- 
lésungen der Rhizopuskulturen, sondern auch die Lésungen aus den 
Schalen, die steril im Thermostaten verweilt hatten, Wuchsstoff ent- 
hielten. Doch war die Wirkung der Lésungen von den letzteren Proben 
nur gering, viel geringer als die Wirkung der Lésungen, die aus Rhizopus- 
kulturen gewonnen worden waren (Tabelle I). 


Tabelle I. 





Trockensubstanz f 
Ee 0,272 3,68 
Nicht geimpft ..... 0,199 2.69 
SENS. sc 8 a a 0,074 - 


Nunmehr wurde versucht, ob man nicht durch Anwendung héherer 
Temperatur in der genannten Lésung eine stirkere Wuchsstoffbildung 
auf chemischem Wege hervorrufen kénnte. Zu diesem Zweck wurde 
die Lésung | Stunde lang im Autoklaven auf 135° erhitzt, wobei sich 
je 100cem in einem 300-cem-Duran-Erlenmeyer-Kolben befanden, 
der zugleich zwei Stiicke Filtrierpapier enthielt. Zu allen folgenden 
Versuchen wurden 100ccm der betreffenden Lésungen in 300-cem- 
Erlenmeyer-Kolben mit zwei Stiicken Filtrierpapier verwendet. 


Es zeigte sich, daB bei dieser starken Erwairmung eine sehr kraftige 
Wuchsstoffbildung eintrat: die Lésungen enthielten nach dieser Be- 
handlung mehr Wuchsstoff, als bei der Kultur von Rhizopus suinus 
in 5 Tagen gebildet wurde (Tabelle II). Bei den folgenden Versuchen 
wurde daher einstiindige Erwirmung auf 135° angewendet!. 

! Vor kurzem hat Orla-Jensen (1931) gezeigt, daB beim Erwirmen 
zuckerhaltiger Substrate gewisse Veranderungen eintreten, die diese Sub- 
strate fiir das Wachstum von Milchséiurebakterien geeigneter machen; 
diese Verainderungen bleiben aus, wenn Zucker allein erwarmt wird. Offenbar 
werden auch hier wachstumsférdernde Stoffe beim Erhitzen gebildet, 
welche jedoch anderer Art zu sein scheinen als die von uns untersuchten. 
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Tabelle 11. 





Trockensubstanz f 
Im Autoklaven auf 135° erhitzt 0,364 4,92 
Rhizopuskultur ....... 0,287 3,88 
NS ii ee er at og, oe 0,074 


Da die in Rede stehenden Nahrlésungen eine Reihe von Stoffen 
enthielten, von denen von vornherein anzunehmen war, daB sie ohne 
Bedeutung fiir die Wuchsstoffbildung waren, wurden probeweise 
einzelne Bestandteile beim Autoklavieren der Lésungen weggelassen. 
Hierbei zeigte sich, daB beim Erwairmen einer Lésung von Ammonium- 
tartrat und Glucose unter Zugabe von Filtrierpapier ebensoviel Wuchs- 
stoff gebildet wurde wie beim Erwarmen der urspriinglichen Lésung 
(Tabelle IIT). Der Zusatz von Magnesiumsulfat, Kaliumsulfat und 
Ferrichlorid scheint somit fiir die Wuchsstoffbildung bedeutungslos zu 
sein. Dagegen findet eine nennenswerte Wuchsstoffbildung nicht statt, 
wenn kein Filtrierpapier in der Lésung vorhanden ist. Erwarmung 
von Ammoniumtartrat und Filtrierpapier oder von Glucose mit Filtrier- 
papier ergab ebenfalls kein Resultat. 


Tabelle IL]. 





Trockensubstanz f 
1%, Glucose + 1°% Ammoniumtartrat + Salze 

ee ee eee 0,284 + 0,017 4,58 
1% Glucose + 1% Ammoniumtartrat + Salze 

ee Wee sc Se we 0,154 + 0,012 2,52 
1% Glucose + 1% Ammoniumtartrat mit Fil- 

te iS Ae 6 Pare 0,288 + 0,016 4,65 
1% Glucose mit Filtrierpapier. . . . . . . 0,087 + 0,042 1,40 
1° Ammoniumtartrat mit Filtrierpapier . . 0,089 + 0,063 1,44 
1% Glucose + Salze mit Filtrierpapier .. . 0,104 + 0,060 1,68 
1% Ammoniumtartrat + Salze mit Filtrier- 

DEGAS reel ree Ritts A tn ore ete 0,090 + 0,034 1,45 
Salze mit Filtrierpapier .......... 0,081 + 0,037 1,31 
Kulturfliissigkeit von Rhizopus suinus. . . . 0,247 + 0,082 3,95 
DS ee a eS oe eg Bg se 0,062 + 0,012 _ 


Hierauf wurde die giinstigste Konzentration der Ammoniumtartrat- 
Glucoselésung festzulegen gesucht; dabei zeigte sich (Tabelle IV), 
daB die Wuchsstoffbildung mit steigender Konzentration bis zu einer 
gewissen Grenze steigt (Abb. 1). 
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Bildung eines Wuchsstoffes auf chemischem Wege. 5 


Tabelle 1V. 





°|, Glucose 





und Ammonium- Trockensubstanz f 
tartrat 
10 0,627 +- 0,018 8.83 
5 0,659 a 0,007 9,28 
1 0,497 + 0,112 7,00 
0,5 0,198 + 0,030 2,79 
SS a J 
0,2 0,143 — 0,008 2,01 0 Anmomuntartrar — = 
KXontrolle 0,071 + 0,018 os Abb. 1. 


Endlich untersuchte man, welche Wirkung eine py-Anderung auf 
die Wuchsstoffbildung haben kénnte. Die Wasserstoffionenkonzentration 
einer Lésung, die je 1% an Ammoniumtartrat und Glucose enthielt, 
wurde durch Zusatz von Natriumhydroxyd und Salzsiure derart ge- 
andert, daB eine Lésungsreihe mit px-Werten von 2,0 bis 8,4 resultierte. 
Nach dem Autoklavieren wurden alle diese Lésungen durch Zusatz 
von Saure oder Lauge wieder auf py 5 eingestellt, worauf ihr EinfluB 
auf die Wachstumsgeschwindigkeit gepriift wurde (Tabelle V). 


Tabelle V. 





PH Trockensubstanz f 
2,0 0,369 + 0,032 3,40 
3,4 0,331 + 0,040 3,05 
4,3 0,351 + 0,042 3,24 
5,2 0,333 + 0,003 3,07 
6,0 0,347 + 0,063 3,20 
6,8 0,332 + 0,051 3,06 
7,6 0,334 + 0,027 3,07 
8,4 0,351 + 0,091 3,23 
Kontrolle 0,109 + 0,060 — 


Wie man sieht, ist eine Anderung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration zwischen py 2,0 und 8,4 ohne merklichen EinfluB auf die 
Wuchsstoffbildung. 

Weiter wurde untersucht, ob andere Verbindungen imstande 
waren, beim Erwairmen mit Glucose und Filtrierpapier Wuchsstoff 
zu bilden. Zu diesem Zweck priifte man eine Reihe von Ammoniumsalzen 
und deren Sauren, sowie einige andere Stickstoffverbindungen. Alle 
Lésungen enthielten 2°, Glucose und solche Mengen an den zu unter- 
suchenden Stoffen, daB der Stickstoffgehalt gleich dem einer 2 %igen 
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Ammontartratlésung war, wenn es sich um stickstoffhaltige Substanzen 
handelte. Die untersuchten aliphatischen  stickstofffreien Sauren 
wurden in Mengen verwendet, die in Lésung dieselbe Molaritat ergaben, 
wie bei den entsprechenden Ammoniumsalzen. Da es sich, wie oben 
erwihnt, gezeigt hatte, daB die Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung ohne Bedeutung fiir die Wuchsstoffbildung war, wurde keine 
Ricksicht auf die iibrigens recht geringen Unterschiede in der Aziditat 
der einzelnen Lésungen genommen. Nach dem Autoklavieren wurde 
in gewohnter Weise die Wirkung auch dieser Lisungen auf Aspergillus 
gepriift (Tabelle VJ). 
Tabelle WI. 





Glucose mit Trockensubstanz f 
Ammoniumtartrat . 0,534 + 0,012 3,16 
Ammoniumsuccinat 0,502 + 0,015 2,97 
Ammoniumcitrat 0,543 + 0,004 3,09 
Ammoniumlactat 0,513 + 0,015 8,04 
Ammoniumoxalat . 0,434 + 0,016 2,57 
Ammoniumchlorid . 0,209 + 0,020 1,24 
Natriumnitrat . 0,184 + 0,038 1,09 
Harnsaure 0,129 + 0,013 0,76 
Milchsaure . 0,510 + 0,077 3,01 
Bernsteinsaure 0,399 + 0,098 2,36 
Citronensaure . ache 0,457 + 0,071 2,70 
Weinsfure ........ 0,478 + 0,012 2,83 
Kein Zusatz ...... 0,198 + 0,068 1,17 


SI sa Gee ne. 16 sw) "w 0,169 + 0,945 - 


Diese Versuchsreihe zeigte, daB alle untersuchten Ammoniumsalze 
befahigt waren, beim Erwirmen mit Glucose und Filtrierpapier Wuchs- 
stoff zu bilden. Dagegen tritt dessen Bildung nicht ein beim Auto- 
klavieren von Harnsaure, Natriumnitrat und Ammoniumchlorid. 
Oberdies bildet sich auch Wuchsstoff beim Autoklavieren der unter- 
suchten aliphatischen Sauren, nimlich Milchsaiure, Weinsaiure, Bernstein- 
siure und Citronensiure. Diese Saiuren haben eine etwas schwichere 
Wirkung als die entsprechenden Ammoniumsalze ; doch ist dies méglicher- 
weise darauf zuriickzufiihren, daB bei der Verwendung von Ammonium- 
salzen den Aspergilluskulturen auBer Wuchsstoff auch etwas Stickstoff 
zugefiihrt wird. Ubrigens sind die fraglichen Unterschiede nur klein. 

Von groBer Bedeutung ist es, daB sich bei der Autoklavierung 
von verschiedenen stickstofffreien organischen Sauren mit Glucose 
Wuchsstoff bildet. Dies deutet namlich darauf hin, da®B der Wuchsstoff 
stickstofffrei ist. 


Kontrollversuche zeigten, da®B die betreffenden Stoffe, sowohl die 
Sauren, wie deren Ammoniumsalze, keine nennenswerte Vermehrung des 
Trockensubstanzgehaltes bewirkten, wenn sie ohne vorausgehende Hoch- 
druckautoklavierung zugesetzt wurden. 
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Bildung eines Wuchsstoffes auf chemischem Wege. 7 


Weiter wurde gepriift, welche Kohlenhydrate und verwandte 
Verbindungen beim Erwairmen mit Ammoniumtartrat Wuchsstoff 
bilden kénnten. Die autoklavierten Lésungen enthielten 2 °,, Ammonium- 
tartrat und 2°, der betreffenden Kohlenstoffverbindung. Es wurden 
teils eine Reihe von Kohlenhydraten, teils eine Reihe von Alkoholen 
untersucht. Hierbei zeigte sich (Tabelle VII), daB auBer Glucose auch 
Fructose und Arabinose Wuchsstoff bilden kénnen; dagegen kénnen 
Inosit, Mannit, Glycerin und Athylalkohol dies nicht. 


Tabelle VII. 





Ammoniumtartrat mit Trockensubstanz f 
0 ee eee a ee 0,266 + 0,006 4,59 
Fructose . . baer blake os 0,240 + 0,007 4,14 
Arabinose .. i 0,208 + 0,024 3.57 
SE So 0,078 +- 0,012 1,34 
Gs ite *® ee 0,069 + 0,007 1,19 
aera 0,068 + 0,014 Li7 
Athylalkohol ...... 0,061 +. 0,006 1,05 
eam Zusste . . . . ss 0,076 +. 0,008 1,31 
OED 3b -< wb eS we 0,058 + 0,042 


Um die Wirkung des Filtrierpapieres klarzulegen, wurde die Wirkung 
verschiedener Filtrierpapiersorten und veraschten Filtrierpapieres gepriift. 
Die hierzu verwendete Lésung enthielt 2”,, Glucose und 2°,, Ammonium- 
tartrat. Dazu setzte man je zwei Stiicke Filtrierpapier der folgenden Sorten: 
Schleicher & Schill Nr. 597 und 589, Munktell Nr.0 und 00 und endlich 
die Asche von zwei Stiicken Filtrierpapier Schleicher d& Schill Nr. 597. 
Hierbei zeigte sich (Tabelle VIII), daB die Wuchsstoffbildung bei der An- 
wendung der ausgewaschenen Sorten Schleicher d& Schill Nr. 589 und 
Munktell Nr. 0 und 00 bedeutend geringer war als bei den anderen. Weiter 
wurde ungefihr gleichgroBe Wuchsstoffbildung erzielt durch Anwendung 
von Schleicher & Schill Nr. 597 in urspriinglichem und in veraschtem 
Zustande (Tabelle IX). Dies scheint darauf hinzudeuten, daB die Wirkung 
des Filtrierpapieres auf einer Substanz beruht, die dem gereinigten Filtrier- 
papier teilweise entzogen ist, durch die Veraschung aber nicht an- 
gegriffen wird. 

Tabelle VIII. 





Filtrierpapier Trockensubstanz f 
Schleicher & Schill Nr. 597 0,355 + 0,028 5,22 
» & ms . 597 0,374 + 0,017 5.50 

es & ‘ ~ 989 0,218 + 0,022 3,21 
. & a » 089 0,192 + 0,009 2,82 
J. H. Munktell Nr. 0 ... 0,231 + 0,023 3,40 
a Poe 0,197 + 0,045 2,91 
. — awe 0,192 + 0,019 2,82 
i ‘ee 0,214 + 0,023 3,15 


Re «6 SS we ee 0,068 + 0,013 — 
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Tabelle IX. 





Trockensubstanz f 
Schleicher & Schill Nr. 597. 0,307 +. 0,041 3,53 
Dasselbe verascht ..... 0,273 + 0,004 3,14 
LEE a ee 0,087 + 0,035 —_— 


SchlieBlich wurde gepriift, ob die friiher gefundene Wirkung von 
Ammoniumtartrat-Glucoselésungen, auf denen Pilze gezogen worden 
waren, dem Wachstum dieser Pilze zuzuschreiben war, oder ob auch 
hier die Wuchsstoffbildung rein chemischer Art war. Da die Lésung 
selbst beim Zusatz zu einer Nahrlésung keine Wirkung hatte, mubte 
beim Wachstum von Rhizopus eine Anderung der Lésung eingetreten 
sein. Um zu untersuchen, ob diese Verinderung in einer Bildung des 
Wuchsstoffes selbst bestiinde, oder ob Rhizopus nur eine Substanz 
bildet, die beim Autoklavieren zu Wuchsstoff umgewandelt wird, 
wurde folgender Versuch angestellt. 

Rhizopus suinus wurde auf der friiher (Nielsen, 1930) beschriebenen 
Nahrlésung (0,5 g MgSO,, 0,5 g KH,PO,, 10 g Glucose, 10 g Ammonium- 
tartrat, 10 Tropfen 1° ig. FeCl, pro Liter; Filtrierpapier) kultiviert. (Diese 
Lésung selbst verursachte beim Zusatz zur Nahrlésung keine Wachstums- 
beschleunigung). Nachdem eine Rhizopuskultur 5 Tage lang darauf ge- 
wachsen war, wurde die Lésung abfiltriert, im Vakuum bei 35° eingeengt 
und sodann durch ein steriles Chamberland-Filter getrieben. 1 ccm der 
so gewonnenen sterilen Lésung wurde zu 50ccm Nahrlésung  gesetzt 
und diese sodann mit Aspergillus geimpft. Ein Teil der steril filtrierten 
Lésung wurde zu anderen Kolben mit 50 ccm Niahrlésung gefiigt, worauf 
diese in der gewéhnlichen Weise autoklaviert wurden (10 Minuten bei 120°) 
vor der Impfung (Tabelle X). 


Tabelle X. 





Kulturfliissigkeit Trockensubstanz f 
von Rhizopus suinus 


Steril filtriert. . . . .. | 0,353 + 0,071 4,30 
Autoklaviert ...... 0,350 + 0,074 4,27 
re 0,082 + 0,048 — 


Aus diesem Versuch geht hervor, daB die Wirkung einer Lésung, 
auf der Rhizopus gewachsen ist, nicht der darauffolgenden Autokla- 
vierung zuzuschreiben ist, sondern daB der Pilz selbst imstande ist, 
bei seinem Wachstum den Wuchsstoff zu bilden. 


Auf Grund der hier mitgeteilten Versuche lit sich natiirlich 
nicht entscheiden, ob der durch Erhitzen dargestellte Wuchsstoff mit 
dem von Rhizopus suinus oder anderen Pilzen gebildeten Stoff identisch 
ist. Um aber diesem Problem doch ein wenig naher zu kommen, 
wurden folgende Versuche angestellt: 
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Der von Rhizopus suinus gebildete Wuchsstoff B ist unléslich 
in Ather (Nielsen und Hartelius, 1932). Ist die hier beschriebene Substanz 
identisch mit der aus Rhizopus gebildeten, muB sie also auch ather- 
unléslich sein. 


25cem einer Lésung, die 2°, Ammoniumtartrat und 2°, Glucose 


nebst Filtrierpapier enthielt und bei 135° autoklaviert worden war, wurden 
zweimal mit gleichen Teilen Ather ausgeschiittelt; mnachdem der Ather 
durch Erwirmen auf dem Wasserbad entfernt worden war, wurden je 
leem der Wasserschicht, der Atherschicht und der urspriinglichen un- 
behandelten Lésung zu Kolben mit gewoéhnlicher Nahrlésung gesetzt, 
worauf diese mit Aspergillus geimpft und sodann die gebildete Trocken- 
substanz bestimmt wurde. Wie man aus Tabelle XI ersieht, findet sich 
der wirksame Stoff nach dem Ausathern in der Wasserschicht ; der Wuchsstoff 
l4Bt sich also durch Schiitteln mit Ather nicht extrahieren und zeigt in 
dieser Hinsicht Ubereinstimmung mit dem von Rhizopus gebildeten. 


Tabelle XI. 





Trockensubstanz f 
Unbehandelt . ..... 0,290 + 0,031 2,79 
Atherschicht . ..... 0,111 + 0,037 1,07 
Wasserschicht. . . ... 0,311 +- 0,021 2,99 
eee eee 0,104 +- 0,063 — 


Endlich wurde gepriift, ob der durch Hochdruckautoklavierung 
gebildete Wuchsstoff ebenso wie der von Rhizopus suinus gebildete 
gegeniiber Wasserstoffperoxyd bestindig ist. 40 cem der Wuchsstoff- 
lésung wurden mit 1 cem 30 %,igem Perhydrol erwairmt, der Uherschu8 
von Perhydrol weggekocht, und die Lésung wieder auf das urspriingliche 
Volumen gebracht. Es zeigte sich (Tabelle XII), daB der Wuchsstoff- 
gehalt der Lésung durch die Perhydrolbehandlung nicht geandert 
worden war. 

Tabelle XII. 





Trockensubstanz f 
Unbehandelt ...... 0,604 + 0,028 3,23 
Behandelt mit Perhydrol 0,618 + 0.092 3,31 
Momimome. ....e¢e-. 0,187 t 0,065 — 
Zusammenfassung. 


Die hier mitgeteilten Untersuchungen haben gezeigt, daB man 
auf rein chemischem Wege einen Wuchsstoff darstellen kann, der die 
Trockensubstanzproduktion von Aspergillus niger beférdert. Dieser 
Wuchsstoff bildet sich, wenn Zuckerarten mit verschiedenen organischen 
Sauren oder deren Ammoniumsalzen erwirmt werden. Eine notwendige 














10 N. Nielsen u. V. Hartelius: Bildung eines Wuchsstoffes usw. 


Bedingung fiir die Wuchsstoffbildung ist die Anwesenheit von Filtrier- 
papier. Dieses ist wirksam auf Grund seines Gehalts an gewissen un- 
verbrennlichen Substanzen. Auf Grund dieser Untersuchungen muB 
angenommen werden, daB der betreffende Wuchsstoff stickstofffrei ist. 

Der Wuchsstoff ist ebenso wie der von Rhizopus suinus gebildete 
Wuchsstoff B unléslich in Ather und wird ebensowenig wie jener durch 
Wasserstoffperoxyd zerstért. Ob die beiden Wuchsstoffe identisch 
sind, bleibt unentschieden. 


Literatur. 


N. Nielsen, Jahrb. f. wiss. Bot. 72, 1930. Derselbe, C. r. Lab. Carls- 
berg 19, Nr. 5, 1931. N. Nielsen u. V. Hartelius, ebenda 19, Nr. 8. 1932. — 
Orla-Jensen, (. r. 9. Congres intern. de laiterie 1931. 
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Zur Kenntnis der Rolle der Carotinoide im Tierkérper. 


Von 
Hans vy. Euler und Erika Klussmann. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Einagegangen am 12. Oktober 1932.) 


I. Phytoxanthine'. 

Xanthophyll begleitet, ebenso wie Carotin, das Chlorophyll in fast 
allen griinen Pflanzenteilen und ist demgemaB ein regelmaBiger Bestand- 
teil der Nahrung aller grasfressenden Tiere. Unter den Carotinoiden 
ist in den letzten Jahren das Carotin in den Vordergrund des Interesses 
getreten, und man hat der Verbreitung und der Rolle des Xantho- 
phylls im Tierkérper weniger Aufmerksamkeit geschenkt. 

Nun ist das Xanthophyll nicht nur in der Leber und im Serum 
der Grasfresser neben Carotin vorhanden, sondern nach den Unter- 
suchungen dieses Instituts auch im Eingeweide- und Unterhautfett 
(Rind, Pferd), in den Nebennieren und in der Placenta. 

Ferner fanden Euler und Virgin? Xanthophyll in der Leber von 
SiBwasserfischen und im Rogen von Meeresfischen und SiiBwasser- 
fischen. 

VerhaltnismaBig groBe Mengen von Xanthophyll enthalten die 
Lebern von Hithnern und Tauben. Vor einigen Jahren haben Euler 
und Rydbom* die Resorption von Carotin und Xanthophyll durch 
Hiihner verglichen: ,,das Wachstum bei taiglicher Zugabe von 0,03 mg 
Carotin bzw. Xanthophyll unterschied sich in den ersten vier Versuchs- 
wochen nur wenig**. Hiihner sind jedenfalls imstande, sowohl Carotin 
als Xanthophyll aufzuspeichern. 

Die reiche Xanthophyllresorption bei Végeln haben wir in Beziehung 
gebracht mit der Zusammensetzung des Hiihnereidotters, welcher 
nach Willstdtter und Escher’ Xanthophyll enthalt, wozu nach dem 
Befund von Kuhn, Winterstein und Lederer’ noch das Zeaxanthin in 
wechselnden Mengen tritt. 


' Uber» die Bezeichnung Phytoxanthin fiir die sauerstoffhaltigen 
Pigmente mit 40 C-Atomen siehe Karrer u. Notthafft, Helv. 15, 1195, 1932. 
Euler u. Virgin, diese Zeitschr. 245, 252, 1932. 

Euler u. Rydbom, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, Nr. 10, 1930. 
Willstdtter u. Escher, diese Zeitschr. 76, 214, 1911. 
Kuhn, Winterstein u. Lederer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 197, 141, 1931. 
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Verschiedene Befunde haben uns veranlaBt, der Frage naher zu 
treten, ob auBer dem Vitamin A, Carotin und Carotinoxyd! noch 
weitere fettlésliche, am Wachstum direkt oder indirekt beteiligte Stoffe 
existieren, und wir haben von obigen Gesichtspunkten aus Végel als 
Versuchsmaterial gewahlt?. 

Ein dem Ei entschliipftes Kiichlein hat seine ganze Nahrungs- 
reserve aus den Bestandteilen des Eidotters und Eierklars erhalten. 
Die Carotinoide des Eies bzw. des Eidotters sind Phytoxanthine, und 
diese Carotinoide (+ A ?) standen zur Entwicklung des jungen Huhns zur 
Verfiigung. Es war nun von Interesse, festzustellen, ob der fettlésliche 
Reservewachstumsstoff, welchen die jungen Hiihner fiir die ersten 
Lebenstage aus dem Embryonalstadium mitfiihren, Xanthophyll ist, 
oder ob eine Umwandlung in Carotin und dann in Vitamin A statt- 
gefunden hat. Wir haben ein solches Kiichlein untersucht und in der 
Leber kein Carotin, nur Xanthophyll (eventuell vorhandene Xanthophyll- 
ester waren verseift) gefunden (vielleicht mit kleineren Mengen Zea- 
xanthin). Das Kiichlein mu® also, sofern es nicht in anderen Organen 
iiber Carotinreserven verfiigt, was nicht wahrscheinlich ist, entweder 
ein Phytoxanthin in ein Provitamin verwandeln, oder in ein von Carotin- 
Vitamin verschiedenes Wachstumsvitamin. 


Versuche mit Tauben. 
(Unter Mitwirkung von M. Rydbom.) 


18 Tauben wurden wiahrend 22 Tagen mit carotinoidfreier Grundkost 
(Reiskérner + Hefe) gefiittert. Nach dieser Zeit wurden die Lebern durch 
Extraktion mit Petroleum-Ather auf ihren Carotinoid- und Vitamin-A- 
Gehalt untersucht. Mittleres Lebergewicht 6g, enthaltend etwa 100 mg 
Extraktstoffe. Im Verlauf der Vorbehandlung ging der durch die Sb(1,- 
Reaktion feststellbare Polyengehalt der Leber im Mittel auf etwa ein Sechstel 
des Ausgangswertes zuriick °. 


Die Versuchstiere waren in drei Gruppen eingeteilt, von welchen 
sechs 9 y Xanthophyli, die zweite Gruppe von 6 Tieren 4 y Carotin pro 
Tag erhielten, wihrend sechs Tauben zu Kontrollversuchen dienten. 


' Vgl. hierzu Karrer, Euler, Hellstrém und Klussmann, Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 11, Nr. 3, 1932. 

2 Kuler u. Klussmann, ebenda 208, 50, 1932. 

3 In einzelnen Fallen wird der Carotinoid- und Vitaminvorrat der 
Leber von carotinoidfrei ernihrten Tauben auBerordentlich langsam ver- 
braucht. So wurde z. B. in der Leber einer Taube, welche 5 Wochen nur 
von Reiskérnern mit kleinen Hefezusétzen gelebt hatte, noch ein Extrakt 
gewonnen, welcher 67C.L.O. (in der gewéhnlichen Weise tintometrisch 
gemessen) ergab. In diesem Zusammenhang mag auch auf Mitteilungen 
von Benedict u. Sugiura (J. of biol. Chem. 55, 1923) und von Hoet (Biochem. 
J. 18, 412, 1924) hingewiesen werden. 
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Nach sechs Versuchstagen wurden die Lebern extrahiert und im 
Extrakt mit der SbCl,-Reaktion die Summe der héheren Polyene be- 
stimmt. Den pro Gramm Leber erhaltenen Blauwerten zufolge war der 
Carotinoidgehalt nach der Xanthophylleingabe 25° gréBer als nach 
der Eingabe der halb so groBen Menge Carotin. AuBer diesen tinto- 
metrischen Bestimmungen wurde noch der relative Vitamingehalt 
spektrophotometrisch durch die Absorption bei 330 my festgestellt. 

In der Xanthophyll- und in der Carotingruppe wurden dabei sehr 
angenahert die gleichen Absorptionen bei 328 bis 330 gefunden, namlich 
die relativen Werte 2,6 und 2,4. Die relativen Werte der Kontrollen 
wurden zu 0,6 gefunden. Die Menge des bei 328 bis 330 mu ab- 
sorbierenden Stoffes hat sich also wenigstens vervierfacht. Daraus 
kann also auf die Neubildung entsprechender Mengen Vitamin A ge- 
schlossen werden. Diese Steigerung war im Xanthophyll- und im 
Carotinversuch annahernd gleich. Auch das Xanthophyll hat die Bildung 
eines um 330 mu absorbierenden Stoffes veranlapt. Bei Versuchen, iiber 
welche in nachster Zeit FE. Virgin und FE. Klussmann berichten werden, 
hat sich gezeigt, daB die Lebern von Hiihnern, welche 7 Wochen nur 
mit Grundkost und Carotinzusatz ernihrt worden waren, nur Xantho- 
phyll und kein Carotin enthielten. 

Aus der Arbeit der beiden genannten Verfasser und aus den oben 
erwaihnten Versuchsreihen wird man schlieBen diirfen, daB die Végel 
nicht nur besonders stark das Xanthophyll in der Leber anreichern, 
sondern daB sie auch in héherem Grade als Ratten und andere bisher 
untersuchte Saugetiere das Xanthophyll fiir ihre Entwicklung aus- 
nutzen, wahrend sie ihr Carotin sehr schnell in Vitamin A verwandeln. 

Auch bei Saugetieren ist der Carotinbedarf sehr verschieden. Wir 
haben schon vor einiger Zeit’ mit folgenden Worten unsere hieran 
ankniipfende Problemstellung prazisiert: 

»Die auBerordentlich groBen Unterschiede im Vitamin-A-Bediirfnis 
verschiedener héherer Tiere miissen aber durch das Eingreifen anderer 
Substanzen in die Vitaminwirkung bedingt sein. Das Zusammenwirken 
der Vitamine mit den Hormonen hat bisher noch nicht die erforderliche 
Beachtung gefunden. Wir haben eine diesbeziigliche Untersuchung damit 
begonnen, die Gewichtsinderungen bei Ratten festzustellen, welche gleich - 
zeitig Vitamin-A-Dosen und Thyroxininjektionen erhalten.“ 

Indem wir die Gleichgewichte zwischen Carotin und injiziertem 
Thyroxin im Tierkérper festzustellen suchen, wollen wir einen AufschluB 
dariiber gewinnen, wie die natiirliche Schilddriisensekretion mit dem 
Carotin im Gleichgewicht steht. Die Annahme liegt ja nahe, dab die 
Verschiedenheiten des Carotinbedarfs verschiedener Individuen einer 
Rasse, aber besonders die noch gréBere Verschiedenheit des Carotin- 


1 Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, Nr. 20, 1932. 
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bedarfs verschiedener Tierarten, etwa Ratte und Meerschweinchen, mit 
der Verschiedenheit der Sekretion der Schilddriise und der Nebennieren 
hinsichtlich ihrer Hormone und Vitamine (A und C) zusammenhangt. 


Auch andere Hormone kénnen an dem ungleichen Carotin- und 
Vitamin-A-Bediirfnis beteiligt sein, und besonders ist auf die gemein- 
same oxydo-reduktionskatalytische Rolle des C-Vitamins und des Vita- 
mins A bzw. Carotins hinzuweisen. Auffallenderweise ist die Carotin- 
und Vitamin-C-Bilanz in der Literatur noch kaum diskutiert worden'. 

In einer vorhergehenden Mitteilung haben wir bereits betont, daB 
die hohe Wachstumswirkung des Hiihnereidotters kaum durch dessen 
geringen Carotin- und Vitamin-A-Gehalt veranlaBt sein kann. In der 
verseiften alkoholischen Lésung der Eidottercarotinoide wurde nach 
Zusatz von viel Wasser mit Ather ausgeschiittelt, der Ather verdampft 
und der Riickstand in Chloroform aufgenommen. Durch Zusatz von 
Indol zu einer solechen Chloroformlésung beobachtet man die Er- 
scheinung, welche nach Vi olff fiir Vitamin A charakteristisch angesehen 
wird, nimlich das Auftreten der Bande 585 mu und 625 mu und das 
Verschwinden der letzteren Bande. 

Andererseits haben wir die Bande des Vitamins A, 328 mu, bisher 
in Eidotterextrakten noch nicht gefunden, dagegen zwei Absorptions- 
bande bei 345 und 375 mu, so daB wir in Erwagung ziehen, ob die 
Indolreaktion nicht von einem anderen Stoff als dem Vitamin A, etwa 
von einem Derivat desselben herriihrt, welchem die genannte Absorption 
zukommt. 

DaB auBer dem Vitamin A noch wenigstens ein anderer fettléslicher 
Wachstumsfaktor existiert, wird auch noch durch andere Tatsachen 
wahrscheinlich gemacht. HLuler und Rydbom? haben schon vor langerer 
Zeit Versuche mit Ratten angestellt, welche zu der iiblichen Grundkost 
und den bekannten Vitaminen noch entweder Hefe oder Muskelfleisch * 
erhielten, und dabei gesteigerte Gewichtszunahme durch die beiden 
letztgenannten Stoffe gefunden. Euler und Rydbom haben daraus den 
SchluB gezogen, daB durch diese Zusatze ein von der B-Gruppe und von 
Vitamin A sowie von den bekannten Vitaminen verschiedener Stoff 
zur Wirkung gekommen ist, und haben fiir denselben bis auf weiteres 
die Bezeichnung ,,Wachstumsfaktor F*‘ vorgeschlagen. Es soll hier 


! Gemischte A- und C-Avitaminosen hat kiirzlich in diesem Institut 
P. E. Simola studiert (Acta Soc. Med. Ferm. ,,Duodecim‘’ A 16, 1932. 

2 Euler u. Rydbom, diese Zeitschr. 155, 270, 1926. Beziiglich der in 
dieser Mitteilung benutzten Nomenklatur siehe Zuler, Léfgren u. Rydbom, 
ebenda 170, 79, 1927, Anmerkung 2, 8. 79. 

3 Siehe hierzu auch neue Versuche von Scheunert u. Venus, ebenda 
252, 231, 1932: Uber den Nahrwert des Muskelfleisches fiir Wachstum und 
Fortpflanzung. 
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Rolle der Carotinoide im Tierkérper. 15 


weiter untersucht werden, ob dieser Faktor, wie Carotin, Wachstums- 
wirkung und Anti-Infektionswirkung vereinigt. 

Einen ahnlichen Effekt, wie den genannten, beschrieben auf 
yrund eingehender Versuche Coward, Key und Morgan'. Diese Autoren 
fanden die genannte Wachstumssteigerung bei Zusatz von Rindsmuskel, 
ferner Leber und Weizenembryo zu A-vitaminhaltiger Grundkost. 
Es ware nicht ausgeschlossen, daB es sich hier um den wachstums- 
aktiven Stoff handelt, der sich von Xanthophyll ableitet, wenn auch 
noch keineswegs geniigende Anhaltspunkte fiir eine solehe Annahme 
vorliegen 2. 

II. Vitamin E. 

Der fettlésliche Wachstumsfaktor A ist, wie schon Kvans erwahnt 
hat, auch an der Fortpflanzung beteiligt, und im Zusammenhang damit 
wurde von ihm und anderen Forschern gefunden, daB der Bedarf von 
Vitamin A bei héheren Tieren mit eintretender Geschlechtsreife 
wesentlich steigt. Es sind also an der Entwicklung héherer Tiere 
zwei fettlésliche Vitamine und eventuell ihre Provitamine beteiligt. 

Hinsichtlich des Vitamins E sind bisher nur wenige charakteristische 
chemische Eigenschaften bekannt geworden. In einer vorhergehenden 
Mitteilung* haben wir darauf hingewiesen, daB im Atherextrakt aus 
Weizenkérnern, aus welchen Evans und Burr ihr Fortpflanzungs- 
vitamin darstellen, Carotinoide anwesend sind, und dafB dieser Extrakt 
in Chloroformlésung die charakteristischen Xanthophyllbande zeigt. 

Fir den Zusammenhang des Xanthophylls mit dem Vitamin E 
spricht die von friiheren Forschern an Vitamin-E-Praparaten ge- 
fundene Empfindlichkeit gegen Sauerstoff und die Inaktivierung dieser 
E-Praparate durch Behandlung mit kleinen Mengen von Eisenkatalysa- 
toren. Bereits Evans und Burr‘ fanden, daB kleine Dosen von un- 
gesittigten Fettsiuren den Weizensamenextrakt inaktiviere, und sie 
setzen diese Wirkung in Zusammenhang mit Antivitaminen®. Bald 
darauf zeigten Wadell und Steenbock®, daB die Extrakte, welche die 
Sterilitat von Rattenweibchen verhindern, durch Zusatz von 1° 


1 Coward, Key u. Morgan, Biochem. J. 29, 695, 1929. 

2 Ob die Wachstumswirkung von gewissen getrockneten Bakterien, 
die Skinner u. Gunderson (J. of biol. Chem. 97, 53, 1932) beschreihen, von 
einem Vitamin der A-Gruppe oder einem Carotinoid herriihrt, erscheint 
noch nicht sichergestellt. DaB Hefe den A-Faktor nicht enthalt, wurde 
von Steenbock u. Nelson (ebenda 56, 355) und dann besonders von Luce u. 
Smedley-Mac Lean (Biochem. J. 19, 47, 1925) und von Hume, Smith u. 
Smedley-Mac Lean (ebenda 22, 27, 1928) gezeigt. 

3 Ruler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, Nr. 20, 1932. 

4 Evans u. Burr, J. Amer. Med. Ass. 88, 1462, 1927. 

5 Diesclben, ebenda 89, 1587, 1927. 

6 Wadell u. Steenbock, J. of biol. Chem. 80, 431, 1928. 











16 H. v. Euler u. E. Klussmann: 


Ferrichlorid inaktiviert werden, wihrend Extrakte mit Vitamin-A- 
Wirkung dadurch keine wesentliche Veranderung erlitten. 

An diese Versuche haben kiirzlich Olcovich und Mattill', sowie 
Olcott und Mattill? angekniipft. Sie geben als Resultat ihrer Unter- 
suchung an, daB sie eine oxydationshemmende Substanz aus dem 
unverseifbaren Teil von Salatblattern extrahiert haben, der sie die 
Formel C,,H,,O,; zuschreiben, und die ein Phenolhydroxyl enthalten 
soll. Die Autooxydationshemmung des aus Salat gewonnenen Kérpers 
wurde mit derjenigen von Hydrochinon und anderen Polyphenolen 
verglichen; der ,,antioxygenic index‘ des Hemmungsstoffes in Salat 
betrug etwa ein Viertel von demjenigen des Hydrochinons. 

Nun ist die Hemmungswirkung der Phenole gegen die Auto- 
oxydation der Carotinoide bekannt, und an Carotin haben Euler, Karrer 
und Rydbom® quantitative Messungen dieser Wirkung mitgeteilt. Sie 
haben sogar in Erwagung gezogen, ,,daB die sogenannte Oxydierbarkeit 
gewisser Carotinoidfarbstoffe in Wirklichkeit iiberhaupt eine kata- 
lytische ist*‘, d.h. durch Spuren von Verunreinigungen, vielleicht Metall- 
salzen, oder anderen Stoffen, katalytisch hervorgerufen wird, und dab 
die reinsten Produkte sich an der Luft nicht mehr oxydieren. Wie 
mit Karrer an anderer Stelle gezeigt werden wird, ist die Kinetik der 
Carotinoxydationen dadurch kompliziert, daB autokatalytisch wirkende 
Zwischenprodukte (Carotinoxyde) entstehen. 


Hinsichtlich der Autoxydationswirkung haben wir im JLarcroft- 
Warburg-Apparat Vergleiche angestellt zwischen Xanthophyll und 
Vitamin-E-Praiparaten verschiedener Art und Herkunft, welche wir 
teils nach den Vorschriften von Evans, teils nach Olcott und Maitill4 
bereitet haben und solchen, welche Prof. P. Karrer in ahnlicher Weise 
dargestellt hatte. 

Zur Gewinnung von E-Priparaten nach Olcott und Mattill gingen wir, 
wie diese Forscher, von Salatblattern aus, die mit Alkohol extrahiert wurden. 
Der Extraktionsriickstand wurde dann verseift und mit Ather extrahiert, 
in Aceton gelést und in der iiblichen Weise verarbeitet. Das Endprodukt 
enthalt, wie zu erwarten ist, erhebliche Mengen Xanthophyll. 

Die von Phosphatiden und Sterinen befreiten Lésungen ergaben 
folgende Absorptionsmaxima im Ultraviolett: 


349, 326, 307, 290, 271, 261, 255 mp. 


Die Sauerstoffzehrung der Carotinoide unter verschiedenen Be- 
dingungen und die Wirkung der Carotinoide auf die Sauerstoffzehrung 


! Olcovich u. Mattill, ebenda 92, XXXI, 1931. 

2 Olcott u. Mattill, ebenda 93, 65, 1931. 

3 Euler, Karrer u. Rydbom, Chem. Ber. 62, 2450, 1929. 
4 Olcott u. Mattill, J. of biol. Chem. 98, 59, 1931. 
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ungesattigter Fettsiuren ist kiirzlich von W. Franke! im hiesigen 
Institut untersucht worden. In Ubereinstimmung mit ihm haben wir 
gefunden, daB die Autoxydation von Carotin unter vergleichenden 
Bedingungen wesentlich gréBer ist als diejenige von Xanthophyll?. 

Andererseits hat sich ergeben, daB das Xanthophyll in dieser 
Hinsicht Karrers und unsere Vitamin-E-Praparate erheblich iibertrifft, 
was allerdings auf die Anwesenheit von ,,anti-oxydants* in diesen 
Praiparaten zuriickgefiihrt werden und mit dem Befund in Beziehung 
gebracht werden kann, daf die Hemmung durch Hydrochinon und 
Resorcin bei Xanthophy]l gréBer ist als bei den untersuchten Vitamin-E- 
Praparaten, welche eventuell bereits solche enthalten. Auch hier kann 
man die Hemmungswirkungen der Phenole darauf zuriickfiihren, daB 
katalysierende Metallspuren durch die Phenole gebunden und inaktiviert 
werden®. 

Fir Beziehungen zwischen Vitamin E und Xanthophyll bzw. 
Phytoxanthinen sprechen auch die Angaben der Literatur iiber die 
Verbreitung des Antisterilitatsfaktors. Wo Vitamin E nachgewiesen 
ist, wird im allgemeinen auch Xanthophyll gefunden. 


' W. Franke, Liebigs Ann. 498, 129, 1932; Zeitschr. t. physiol. Chem. 
212, 1932. 

* Carotinoide iiben auf die Sauerstoffzehrung verschiedener Lipoide 
verschiedene Wirkungen aus. 

* Auch die rein chemische Autoxydation der Linolensdéure wird ver- 
mutlich auf Grund der Bildung von Meta?komplexen durch Hydrochinon 
gehemmt. 
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Kine manometrische Methode zur Bestimmung 
des Reststickstoffs sowie Gesamtstickstoffs (1). 
Von 

R. Iwatsuru, Y. Nakai, T. Ito und K. Kobayashi. 


(Aus der zweiten medizinischen Klinik der Kaiserlichen Universitat zu 
Osaka, Japan.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1932.) 


Vor einiger Zeit hat Jwatsuru (2) sich mit einer Mikrostickstoff- 
bestimmungsmethode nach Pohorecka beschaftigt und das Resultat 
in dieser Zeitschrift veréffentlicht. Jetzt werden wir eine manometrische 
Methode beschreiben, die auf der Bestimmung des durch Natrium- 
hypobromit entwickelten Stickstoffgases beruht. Von gasometrischen 
Methoden der Stickstoffbestimmung kennen wir das alte, ausgezeichnete 
Verfahren von Dumas und neuerdings die von van Slyke (3) ausge- 
arbeitete manometrische Methode, deren Ausfiihrung allerdings Schwierig- 
keiten in sich birgt. 

Die Ausfiihrung unserer Methode ist folgende: Man laBt zuerst 
1,0 cem Blut (Serum oder Blutplasma), das vorher durch Zusatz von 
ein wenig Fluornatrium vor der Gerinnung geschiitzt worden ist, in 
5,0 ccm Wasser einlaufen und hamolysieren. Man enteiweiBt die Fliissig- 
keit mit 2,0 cem Natriumwolframatlisung sowie 2,0 ccm ?/, n Schwefel- 
siure (Folin-Wu) und gewinnt ein klares Filtrat. 2,0 ccm desselben 
werden in einen Mikro-Kjeldahl-Kolben gebracht und unter Zusatz 
von 1,0 cem reinster Schwefelsiure im Abzug digeriert. Dann setzt 
man 10 ccm Wasser und | Tropfen Methylrotlésung zu und neutralisiert 
grob mit konzentrierter Natronlauge unter Vermeidung von Tem- 
peratursteigerung. Nun setzt man n/10 Schwefelsiure so lange zu, 
bis die Fliissigkeit noch ganz schwach alkalisch reagiert. Dann laBt 
man dieselbe in einen 20-ccm-Mefzylinder einflieBen, wascht nach und 
fillt genau bis zur Marke auf. 

2,0 cem der so gewonnenen Fliissigkeit werden in den Barcroft- 
Warburgschen Respirationstrog gebracht, wahrend man in die Ansatz- 
birne 0,2 cem Hypobromitlésung hineinpipettiert. Der Gasraum bleibt 
entweder ohne weiteres mit Luft erfiillt, oder die Luft wird durch Stick- 
stoffgas ersetzt. Selbstverstandlich ist hier ein Blindversuch nétig, 
bei dem anstatt des enteiweiSten Blutfiltrats nur neutralisierte Schwefel- 
siure unter gleichen Bedingungen wie im Hauptversuch benutzt wird. 
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Als Thermobarometer dient ein anderer Trog, dessen Inhalt fast gleich 
groB wie der im Hauptversuch ist und nur 2 cem Wasser enthalt. 

Nun werden die GefaiBe wie tiblich méglichst schnell in einen auf 
37° C eingestellten Thermostaten getaucht und befestigt. Man wartet 
ungefahr 10 Minuten lang, bis das Temperaturdruckgleichgewicht 
sich eingestellt hat. Dann wird die Fliissigkeit in der Ansatzbirne 
des Hauptversuchs sowie des Blindversuchs in den Hauptraum gekippt, 
um die Héheninderung der Brodie-Siule zu notieren. Erfahrungs- 
gemaB stellt sich nach 15 Minuten ein konstanter Druck ein, der sich 
auch nach weiteren 15 Minuten nicht mehr andert. Fiir die Berechnung 
gebraucht man folgende Bezeichnungen: 





Hauptversuch Blindversuch 


GefaBkonstante . Kx, kn, 
Brodie-Anderung in mm H h 
Gasvolumen in emm. . X a 


Die Reststickstoffmenge in 100 cem Blut ist nach der folgenden Formel 
ermittelt, indem man fiir den Absorptionskoeffizienten des Stickstoffs 
a 0,012 (bei 37,0° C) setzt. 

Rest-N (H Ky, — hky.,) . 


28 §=20 ; > on 
99 400 . 4 - 1000 (X w)+6.29 mg. 

Die Bestimmung der gesamten Stickstoffmenge im Blut, Harn usw. 
geschieht wie oben, indem man einige Tropfen der 10°,igen Lésung des 
Natriumwolframats als Katalysator in den Veraschungskolben zusetzt. 

In der folgenden Tabelle sind unsere Ergebnisse zusammengefaBt : 


Milligramm Reststickstoff in 100 cem Blut. 





‘ ie Jodometrisch (Hy- Fehler 
Manometrisch pobromitmethode) 0/,, 
1 48,2 47,7 +1 
2 22.6 21,0 +7 
3 47,4 44.5 +6 
4 28,5 30,2 6 


AnschlieBend an unsere friihere Arbeit haben die Herren Dr. 
Fujita und S. Kasawara (4) genaue Untersuchungen iiber die Stickstoff- 
bestimmung auf jodometrischem sowie auf manometrischem Wege 
ausgefiihrt, und zwar haben sie einen Wasserzusatz von 20 ccm statt 
50 cem nach der Veraschung vorgeschlagen. Wir schlieBen uns ihren 
Ausfiihrungen an und sprechen ihnen an dieser Stelle unseren herz- 
lichen Dank aus. 

Literatur. 


1) Ein Teil dieser Arbeit wurde in Tokyo Iji Shinshi (japanisch) 10, 
2686, 1930 publiziert. 2) Iwatsuru, diese Zeitschr. 195, 442, 1928. 
3) van Slyke, J. of biol. Chem. 71, 235, 1927. 4) Fujita u. Kasawara, 
Tokyo Iji Shinshi 1931, S. 2774. 














Kine Bestimmungsmethode der Restoxydabilitit des Blutes und 
der Oxydierbarkeit von Stoffwechselzwischenprodukten. 


Von 


L. N. Lapin. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Staatlichen medizinischen 
Instituts Tomsk.) 


(Eingegangen am 1. August 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Produkte des intermediiren Stoffwechsels von Kohlenhydraten 
sind im wesentlichen durch die Arbeiten Neuwbergs und diejenigen der 
Fettsiuren durch die Untersuchungen Anoops bekannt geworden. 
Uber den intermediiren Abbau der Aminosauren sind wir orientiert in 
bezug auf die Stoffe, die in die Abbauwege der Zuckerarten und Fette 
einmiinden!. Die Zahl der in Betracht kommenden intermediiren 
Gebilde ist nicht groB. Es handelt sich bekanntlich im wesentlichen um 
Methylglyoxal, Brenztraubensiure, Glycerin, Acetaldehyd, Essigséure 
einerseits und um die Acetonkérper sowie Ketosaéuren andererseits. 

Die Untersuchung eines jeden einzelnen Zwischenstoffes und dessen 
quantitativen Gehaltes im Blute bei diesen oder jenen pathologischen 
Verhaltnissen ist eine sehr interessante, jedoch schwierige Aufgabe. 
Es ist viel einfacher und leichter, einen allgemeinen Index der An- 
haufung ungeniigend oxydierter Kérper im Blute auszuarbeiten. 

Natiirlicherweise mu als solcher Index der Sauerstoff gelten. 
Ein Versuch, zu diesem Zwecke den Sauerstoff zu verwenden, wurde 
von M. Suponizkaja? gemacht, welche zur ,,Vakat-O''-Bestimmung in 
der ,,Wolframfraktion’‘ des Blutes nach der Miillerschen Methode, 
die zur Bestimmung des Oxydationsindex des Harns vorgeschlagen war, 
arbeitete. Die Sauerstoffmenge in Milligramm, welche erforderlich ist, 
um 100 ccm vorher enteiweiBtes Blut zu oxydieren, bezeichnete ich, 
analog dem Ausdruck Reststickstoff, als ,,Restoxydabilitat*. 


1 C. Oppenheimer, Handb. d. Biochem. 8, B; Palladin, Lehrb. d. physiol. 
Chem. 1930 (russisch); Parsons, GrundriB d. Biochem. (russisch). 

2 M. Suponizkaja, Werke des Therapeutenkongresses d. USSR., 1929, 
S. 453. 
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Die Methodik der Bestimmung der Restoxydabilitat beruht darauf, 
daB nach Hagedorn-Jensen' enteiweiBtes Blut durch titrierte Kalium- 
permanganatlésung in alkalischer Lésung oxydiert wird. 


Erforderliche Reageuzien. 


1. 0.45°,ige Zinksulfatlésung, welche allwéchentlich frisch aus einer 
45° igen Loésung angefertigt wird. 

2. Etwa n/10 Natriumhydroxydlésung, welche allwéchentlich aus 
einer 2n Lésung hergestellt wird. 

3. n/20 Kaliumpermanganatlésung. Man lést 1,6 g KMnQ, in zweimal 
destilliertem Wasser und bringt das Volumen auf | Liter. 

4. n/40 Oxalséurelésung. Hierzu werden 1,68 g oxalsaures Natrium 
wnach Sérensen*’ genau abgewogen, in einem Litermefkolben in 500 cem 
Wasser gelést, 50 cem Schwefelséiure (1 : 3) hinzugegeben und bis zur Marke 
mit Wasser aufgefiillt. 

5. Schwefelséure (1:3). Zu 750 cem destilliertem Wasser gibt man 
in kleinen Portionen 250 cem reinste Schwefelsiure (spez. Gew. 1,84). 

6. 2n Natriumhydroxydlésung. 80g Natriumhydroxyd reinst aus 
Natrium werden in Wasser gelést und mit Wasser auf 1 Liter aufgefiillt. 


Versuchsanordnung, 


Die Bestimmung selbst erfolgt in zwei Abschnitten: 1. EnteiweiBung 
des Blutes und 2. Oxydation des Filtrats durch Kaliumpermanganat. 

Am einfachsten und dabei genau kann das Blut, wie direkte 
Versuche? beweisen, mittels Zinkhydroxyd enteiweiBbt werden.  Hierzu 
werden 5ccem der 0,45°, igen Zinksulfatlésung in ein Reagensglas gebracht 
und leem n/1l0 Natriumhydroxydlésung hinzugefiigt. Alsdann werden 
mit einer geeichten 0,1-cem-Pipette mit Einteilung in 0,00lLemm 100 emm 
Blut abgemessen und vorsichtig in die obige Mischung einflieBen gelassen ; 
die Pipette wird zweimal mit der Fliissigkeit durch Aufsaugen nachgespiilt. 
Das Reagensglas wird durchgeschittelt und auf 3 Minuten in ein kochendes 
Wasserbad gestellt. In einen kleinen Trichter von 3 bis 4 em Durchmesser 
steckt man einen kleinen Wattebausch und wischt ihn mehrmals mit 
destilliertem Wasser aus. Um nun ein von EiweiBflocken vollstandig freies 
Filtrat zu erhalten, wird auf der Oberfliche des Wattebausches eine kolloidale 
Membran erzeugt. Hierzu mischt man in einem Reagensglas 5 cem 0,45" ,ige 
Zinksulfatlésung mit 1,4 cem n/10 Natriumhydroxydlésung. Das erhaltene 
Zinkhydroxyd wird auf den Wattebausch gegossen. Die Fliissigkeit wird 
abtropfen gelassen, der Trichter mit der gebildeten kolloidalen Membran 
auf dem Wattebausch in ein weites Reagensglas (3 18) gestellt und die 
erkaltete Fliissigkeit aus dem ersten Reagensglas mit dem koagulierten 
EiweiB aufgegossen. Das erste Reagensglas wird zweimal mit je 3 ccm 
Wasser nachgespiilt und das Waschwasser auf das Wattefilter gegossen, 
aber erst dann, wenn die vorhergehende Fliissigkeit schon abgetropft ist. 
Das Gesamtvolumen des Filtrats betragt 12 cem. 


Zu dem Filtrat fiigt man 2 cem 2 n Natriumhydroxydlésung und genau, 
aus einer Mikrobiirette, |Lcem n/20 Kaliumpermanganatlosung hinzu, 
schiittelt um und stellt das Reagensglas 10 Minuten ins kochende Wasserbad. 


' Hagedorn u. Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923; 187, 92, 1923. 
2 L.N. Lapinu. W. EB. Kill, Zeitschr. f. klin. Med. 118, H. 3/4, 278, 1931. 
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Die Fliissigkeit andert ihre Farbung, indem sie in violettblau und dann in 
griin umschlagt. Wenn im Blute viel Zucker vorhanden ist, wie z. B. bei 
Diabetes, so ist es ratsam, fiir den Versuch anstatt 100cmm nur 50 oder gar 
nur 25emm Blut zu nehmen. 

Dann nimmt man das Reagensglas aus dem Wasserbad und fiigt 
sofort hinzu: 2 cem Schwefelsiure (1:3) und mit einer genau kalibrierten 
Mohrschen Pipette (méglicherweise mit zwei Marken) 2ecem n/40 Oxal- 
siurelésung. Die letzte Lésung mu in kleinen Portionen, unter be- 
standigem Umschwenken des Reagensglases eingefiihrt werden. Nachdem 
alle Flocken des Mangansuperoxydhydrats in Lésung gegangen sind, titriert 
man aus derselben Mikrobiirette mit n/20 Kaliumpermanganat bis zum 
Auftreten einer bleibenden schwachen Rosafirbung. Da die Reagenzien 
und das Wasser oxydable Stoffe enthalten kénnen, so muB bei jeder Serie 
von Versuchen ein Leerversuch angestellt werden. 

Es muB noch betont werden, daf alle Arbeitsgerite durchaus rein 
sein miissen. Sie miissen mit heiBer Chromschwefelséiure gewaschen und 
mit destilliertem Wasser nachgespiilt werden. Letzteres muB méglichst 
frei von leicht zu oxydierenden Stoffen sein. 


Berechnung. 

Von der beim Titrieren erhaltenen Anzahl Kubikzentimeter wird die 
Menge Kubikzentimeter Permanganatlésung abgezogen, welche beim 
Leerversuch verbraucht wurde, die Differenz wird mit dem Titer multi- 
pliziert. Letzterer wird folgendermaBen bestimmt. In einen 200-cem- 
Erlenmeyer-Kolben gibt man 5ccem n/20 Permanganatlésung und 5 ccm 
Schwefelsaure (1: 3). Der Kolben wird 10 Minuten lang zum Sieden erhitzt. 
Dann gibt man zur Fliissigkeit, welche frei von oxydablen Stoffen ist, 
10cem n/40 Oxalséurelésung und titriert mit n/20 Permanganatlésung, 
bis eine bestandige, kaum merkliche Rosafarbung auftritt. Hierzu fiigt 
man 25cem n/40 Oxalsiure und titriert wiederum vorsichtig mit n/20 
Permanganat bis zur Rosafaérbung derselben Intensitiét wie vorher. Da die 
Permanganatl6sung annihernd doppelt so stark ist wie die Oxalsiurelésung, 
so wird von der ersteren ungefahr 12,5 cem verbraucht. 

lcem n/20 Kaliumpermanganat ist imstande, im sauren Medium 
0,4 mg Sauerstoff abzugeben; folglich ist der Titer: 


T = 0,46 ~ 
wo a die Anzahl Kubikzentimeter Permanganatliésung ist, welche 
imstande sind, 25 ccm n/40 Oxalsaiurelésung zu oxydieren. 

Das nach dem Titrieren des Blutfiltrats erhaltene Resultat wird 
zur Umrechnung auf 100 ccm Blut mit 1000 multipliziert. 

Beispiel. Kaninchenblut. Bei der Bestimmung der Restoxydabilitat 
verbraucht 1,36 cem n/20 Kaliumpermanganat. Der Leerversuch ergab 
1,02 cem. Die Differenz ist 0,34 com n/20 KMnQ,. Der Titer der Lésung 
== 0,4116. Folglich betrigt die Restoxydabilitat 0,34 .0,4116 . 1000 
= 139,94 mg Sauerstoff. 

Die Restoxydabilitat ist eine SammelgréBe, da es im Blute mehrere 
oxydable Stoffe gibt. 
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Bestimmung der Restoxydabilitaét des Blutes usw. 2% 


Versuche zur Feststellung, welche chemischen Verbindungen bei den 
gegebenen Bedingungen oxydiert werden, erwiesen, daB die Ameisen-, 
Valerian-, Capron-, Capryl- und Caprinsiure beim Erwarmen oxydiert 
werden. Nicht oxydiert wird durch Kaliumpermanganat im alkalischen 
Medium (natiirlich unter den Versuchsbedingungen) die Essigséiure. Von 
Oxysiuren werden Glycol- und Milchsaéure leicht oxydiert, woraus erhellt, 
da8 das Eintreten der Oxygruppe ins Saéuremolekiil deren Oxydation 
férdert. Von zweibasischen Saéuren wurden untersucht Oxal-, Malon- und 
Bernsteinsiure. Wahrend die Oxalséure relativ leicht oxydiert wird, kann 
die Malonsaéure nur durch langeres Erhitzen, die Bernsteinséure aber gar 
nicht oxydiert werden. Doroschewsky und Pawlow' untersuchten die 
Oxydabilitaét organischer Saéuren durch Permanganat und kamen zum 
Schlu8, daB Essig- und Bernsteinséiure, sogar in Anwesenheit von FeSO, 
als Katalysator, durch Permanganat nicht oxydiert werden kénnen. Die 
Oxyséuren der Malon- und Bernsteinsiure, die Tartron- und Apfelsdure, 
werden verhiltnismaBig leicht, aber erst beim Erwairmen oxydiert. Amino- 
siuren, wie Glykokoll, Leucin, Tyrosin, Asparagin, Asparaginsiure, werden 
alle sehr leicht oxydiert. Mehrwertige Alkohole und Aldehydalkohole, 
Glycerin, Traubenzucker, andere Zuckerarten und Inosit, werden leicht in 
der Kalte oxydiert. Ketone, z. B. Aceton und Methylithylketon, oxy- 
dieren sich leicht. Harnstoff wird in kleinen Mengen nicht oxydiert, wahrend 
die Guanidinderivate Kreatin und Kreatinin — leicht oxydiert werden. 
Purinderivate — Hypoxanthin, Xanthin, Guanin und Harnsaéure — werden 
sehr leicht oxydiert. 

Da der Gehalt im Blute an Kreatin, Kreatinin, Harnsiure und 
anderen Purinkérpern, an Aminsosiuren, Milchsiure, Glycerin, 
Alkohol u. a. im Vergleich zur Traubenzuckermenge relativ gering ist, 
so ist es wahrscheinlich, daB der Sauerstoff, der bei der Bestimmung 
der Restoxydabilitét als BezugsgréBe dient, gréBtenteils zur Oxydation 
des Traubenzuckers verbraucht wird. 

Wenn man aus dem Betrag der Restoxydabilitat diejenige Menge 
Sauerstoff abzieht, welche zur Oxydation des Traubenzuckers erforderlich 
ist, so erhalt man einen neuen Index, namlich die ,,Oxydabilitat der Ab- 
bauzwischenprodukte“, einen Index, welcher wenig vom Gehalt an Krea- 
tin und Kreatinin im Blute abhangig ist, wie direkte Versuche bewiesen. 


Da ich in der mir zuganglichen Literatur keine Angaben tiber die 
Oxydation des Traubenzuckers durch Kaliumpermanganat fand, so stellte 
ich einige Versuche zur Aufklarung dieses Prozesses an. Zu den Versuchen 
diente eine Traubenzuckerlésung, die in 5ccm 1 mg Substanz enthielt. 
Um noch genauere Resultate zu erhalten, wurde der Gehalt an Trauben- 
zucker im kauflichen Praparat (Kahlbaum-Schering) polarimetrisch fest- 
gestellt. Esergab sich ein Gehalt von 99,26°.,; dieser Wert wurde in alle 
weiteren Berechnungen eingefiihrt. 

Mit einer genau kalibrierten Pipette wurden je 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 12,5, 
15,0, 17,5, 20,0, 25,0, 30,0 cem der obigen Zuckerlésung in 200-cem-Erlen- 
meyer-Kolben abgemessen, 20cem n/10 Natriumhydroxyd und 10 cem 
n/10 Kaliumpermanganat und destilliertes Wasser bis auf 100 cem hinzu- 


! Doroschewsky u. Pawlow, J. Russ. Phys.-Chim. Obschtsch. 47, (6), 1321. 
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gefiigt. Bei Oxydation in saurem Medium wurden anstatt des Natrium- 
hydroxyds 10 cem Schwefelséiure (1:3) hinzugefiigt. Die Kolben wurden 
erhitzt und die Fliissigkeit 10 Minuten im Sieden gehalten. Um StéBen beim 
Kochen vorzubeugen, wurden Glaskapillaren oder, was noch besser ist, 
geglihte Bimssteinkérnchen in die Fliissigkeit geworfen. Danach wurden 
zur heiBen Fliissigkeit 20 ccm Schwefelsiure (1:3) (bei Oxydation im 
alkalischen Medium) und 10 cem n/10 Oxalséure hinzugegeben; dann wurde 
wie tiblich mit n/10 Kaliumpermanganat titriert. Die Resultate sind in der 
Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





Theoretischer 
Verbrauch an 
Sauerstoff zur 


Traubenzucker véllig 


, — Ss ars ? * 
Verbrauchter Sauerstoff oxydiert 





Trauben- volligen 
zucker Oxydation des “ —— Ci oe atti eecneeme 
Traubenzuckers = im alkalischen im sauren im alkalischen im sauren 
zu H,O und CO, Medium Medium Medium Medium 
mg mg mg mg "lo Po 
05 0,533 34 0,3554 — 66,64 — 
1,0 1,066 7 0,9083 0,6748 85,16 63,25 
1,5 1,600 1,343 — 83,92 — 
2,0 2,133 3 1,896 1,5084 88,85 70,70 
2,5 2,666 7 2,369 _- 88,85 — 
3,0 3,200 ! 2,883 2,223 90,09 69,46 
35 3,7334 | 8278 ~ 87,80 ia 
4,0 4,266 7 3,673 2,779 86.08 65,12 
5,0 5,334 4,462 3,294 83,67 61,77 
6,0 6,400 | 5,134 -- 80,22 _ 


Die Oxydation des Traubenzuckers wird noch deutlicher durch Abb. 1 
veranschaulicht. 


65 





mg Sauerstaf 











Dy 
<= 
S 


0 G5 0 15 30 25 30 35 40 YS $0 S55 
mg Traubenzucker 
Abb. 1. 
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Wie aus den Resultaten ersichtlich, geht die Oxydation des Trauben- 
zuckers im alkalischen Medium weiter als im sauren, was nach der 
Ansicht von Doroschewsky und Pawlow durch die Schutzwirkung der 
Manganoxydulsalze erklart werden kann, welche die Reaktion ,,ver- 
giften** und den Traubenzucker vor Oxydation schiitzen. 

Praktisch hat man es bei der Bestimmung der Restoxydabilitat mit 
viel kleineren Traubenzuckermengen zu tun, und zudem sind die Reaktions- 
verhaltnisse etwas anders als in den vorigen Versuchen. Daher stellte ich 
eine neue Reihe von Bestimmungen an mit wachsenden Traubenzucker- 
mengen von 0,05 bis 0,3 mg beim Gesamtvolumen von 12 cem und mit 
Erwaérmen im Wasserbad wahrend 10 Minuten. Im iibrigen wurden die 
Bestimmungen ebenso ausgefiihrt wie bei der Bestimmung der Rest- 
oxydabilitat. Die erhaltenen Werte zeigt Tabelle I. 

Tabelle II. 





Theoretischer 
Verbrauch 


an Sauerstoff zur Verbrauchter 


Nr. | Traubenzucker _¥olligen Oxydation |, Saueratom! | Traubenzucker 
zu H,O und CO, Medium 
mg mg mg 0'5 
1 0,05 0.9533 0.0406 76,17 
2 0,075 0,0800 0.0614 76,75 
3 0,1 0,1067 0,0802 75,17 
4 0,125 0,1333 0,0990 74,27 
5 0,15 0,1600 0.1154 72,13 
6 0,175 0,1867 0,1323 70,86 
7 0,2 0,2133 0.1492 69,95 
8 0,225 0.2400 0,1680 70,00 
9 0,25 0.2677 0,1889 70,56 
10 0.275 0,2939 0.2035 69,24 
11 03 0.3200 0.2075 64,84 


Ein noch deutlicheres Resultat gibt Abb. 2. 
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Aus dieser Kurve ersieht man, daB eine gewisse RegelmaBigkeit 
zwischen dem Sauerstoffverbrauch und dem Traubenzuckergehalt 
existiert. Diese RegelmaBigkeit wird nur dann gestért, wenn der Gehalt 
an Traubenzucker 0,25 mg tbersteigt, anscheinend wegen Mangel an 
Sauerstoff. 

Durch Interpolation und Multiplikation der Resultate mit 1000 
kann eine Tabelle zur Umrechnung des im Blute in Milligrammprozent 
enthaltenen Traubenzuckers, bezogen auf Sauerstoff, zusammen- 
gestellt werden. 

Tabelle III. 





0 1 2 8 4 5 6 7 8 9 
50 | 496) 414 | 42,3 | 431 | 489 448 456 464 | 47,3 481 
60 | 489 49.75) 506 51,4 522 531 539 54,7 556 564 
70 | «572 581 589 | 59,7 606 614 622 629! 63,7 644 
80 65,2 659 | 66,7 67,4 | 682 689 69,7 704) 71.2) 71,9 
90 | 72,7 73.4 | 742 | 749 | 75,7 | 764 77,2 77,9 788 79,45 
100 80,2. 89,95. 81,7 8245 832 840 84,7 855 86.2 87,0 
110 872) 885 892 90.0 90.7 915 922 930 93,7 945 
120 95.2 95.9 96,7 97,5 | 982 | 99.0 99,7 100,38 101,0 1016 


130 102.3 102.9 1036 104.2 105,0 165.6 106.2 1069 107.5 1082 
140) «108.8 109,5 110,15 110.8 |111,5 112.1 1128 1134 1141 | 114,7 
150) «1154 1161 1168 117,4 1181 1188 1195 120,1 120.8 121,5 
160 | 122.2 1228 1235 1242 124.9 125.5 126.2 126.9 127.6 1282 
170 128.9 1296 130.3 139,95 131,6 132.3 133,0 133,65 134,38 135.0 
180 135.7 1364 | 137.0 137.7 1384 189.1 139.7 140.4 141.1 141.8 
190 1424 143.1 1438 144.5 145.1 145.8 1465 147.2 147.8 1485 
200 149.2 150,0 |150,7 1515 1522 1530 153,7 154,5 155.2 156,0 
210 156.7 157.5 158.2 159.0 159,75 160,5 161.25 162.0 | 162.8 163.5 
220 164.3 165.0 165.8 166.5 167.3 1680 168.9 169,7 1705 1714 
230 | 172.2 173.0 173.9 174.7 175.6 1764 177.2 178.1 178.9 179.7 
240 1806 181.4 182.2 1831 183,9 184,75 185,6 186.4 187.3 188,1 
250 188.9 


Selbstverstandlich sind die Berechnungen nach der Tabelle nur 
nach der Zuckerbestimmung im Blute méglich. Fiir diesen Zweck 
bediente ich mich der Hagedorn-Jensenschen (I. c.) Methode, als der 
einfachsten und geniigend genauen, zumal die vorhergehende Ent- 
eiweiBung mit der bei der Bestimmung der Restoxydabilitat an- 
gewandten iibereinstimmt. Bei Berechnungen nach der Tabelle wird 
die Traubenzuckermenge, welche im Blute gefunden wird, in Zehnern 
nach der linken fettgedruckten Saéule vermerkt, die Einer nach der 
oberen Reihe. 


Wo sich diese beiden Linien kreuzen, erhalten wir die Sauerstoff- 
zahl, die zur Oxydation des Traubenzuckers erforderlich war; z. B. 
112 mg Traubenzucker, die in 100 cem Blut enthalten sind, erfordern 
unter den Versuchsbedingungen zu ihrer voélligen Oxydation 89,2 mg 
Sauerstoff. 
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Kaliumpermanganat oxydiert nicht nur den Traubenzucker, 
sondern auch die Harnséiure und das Kreatinin, welche wahrscheinlich 
nicht als Abbauzwischenprodukte bezeichnet werden diirfen. Allein 
Versuche zur Priifung der Frage, inwiefern die Oxydation dieser Stoffe 
EinfluB auf den Wert fiir die Restoxydabilitaét ausiiben kénne, also 
auch auf die Oxydabilitat der Zwischenprodukte, erwiesen, daB 
die Oxydation von Harnsaiure und Kreatinin keineswegs die Rest- 
oxydabilitat beeinfluBt. 

Zur Priifung dieser Frage diente eine Lésung von Harnsaure in Phosphat- 
gemisch, die in 1ccm 0,01 mg Harnséure enthielt. In einer Reihe von 
Versuchen mit dieser Lésung wurden folgende Resultate erhalten (Ta- 
belle IV). 

Tabelle IV. 





Zur Oxydation 


é ; Zum Titrieren der Harnsture Zur Oxydation 

Nr. | Gesamtvolumen | Harnsware- | s/sp ving, | vorbeauchte | “Sreordertiche 

12 ccm) Lisung Lisung Sauerstoffmenge 

ecm mg-°!9 ecm ecm mg 

1 0,2 2 1,020 0 0 

2 0,4 4 1,020 0 0 

3 0,6 6 1,020 0 0 

4 0,8 8 1,025 0,005 2 

5 1,0 10 1,030 0,001 4 

6 Kontrolle -— 1,020 — 


Eine gleiche Reihe von Bestimmungen wurde mit einer Kreatinin- 
lésung, welche 0,005 mg Kreatinin in 1 ccm enthielt, angestellt. Die 
Resultate sind folgende (Tabelle V). 


Tabelle V. 





Zur Oxydation 


. — Zum Titrieren des Kreatinins | Zur Oxydation 
ve, | Geciataenas | xeeatnie | vests | “retreats, | Set Resetale 
12 cem) Lisung Lisung Sauerstoffmenge 
ecem mg-° 9 eem ecm mg 
1 0,2 1 1,015 0 0 
2 0,6 3 1.015 0 0 
3 1,0 D 1,020 0.005 2 
4 2,0 10 1,025 0,01 4 


5 Kontrolle _ 1,015 — — 
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Somit kénnen Kreatinin und Harnsaure sogar bei einem bedeutend 
héheren Gehalt im Blute als in der Norm nicht wesentlich auf den Wert 
der Restoxydabilitat einwirken. 


Bei der Bestimmung der Restoxydabilitaét der Abbauzwischen- 
produkte bei Végeln, in deren Blut die Harnsaure in bedeutend gréBerem 
Mabe enthalten ist, mu die zur Oxydation der Harnsaure erforderliche 
Sauerstoffmenge beriicksichtigt werden, wozu man zweckmiabig eine 
ahnliche Tabelle zusammenstellt, wie sie oben fiir den Traubenzucker 
gegeben wurde. 


Zur Priifung der Genauigkeit der nach der beschriebenen Methode 
erhaltenen Resultate wurde eine Reihe von Parallelversuchen mit ein und 
demselben Blute angestellt, die erhaltenen Werte sind in Tabelle VI zu- 
sammengestellt. 


Die angefiihrten Werte iiberzeugen uns von der geniigenden Ge- 
nauigkeit der Methode, da die Fehler die fiir mikroanalytische Unter- 
suchungen zulissige Fehlergrenze nicht iiberschreiten. 


Zu den Werten tibergehend, welche bei der Bestimmung der Rest- 
oxydabilitat und der Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte im 
Blute von Menschen und Tieren erhalten wurden, mu vorausgesandt 
werden, da% sie durchaus nicht das Ziel verfolgen, als absolute Indexe zu 
dienen, sondern sie sind nur von vorlaufiger Bedeutung und sollen 
im weiteren zur Orientierung dienen. 


Das Menschenblut wurde aus der Armvene (bei der Blutent- 
nahme fiir die Wassermann-Reaktion) teils niichtern, teils nach einem 
leichten Friihstiick erhalten. Der Traubenzucker wurde nach Hagedorn- 
Jensen bestimmt und nach der obigen Tabelle VII auf Sauerstoff um- 
gerechnet. 


Der Durchschnittswert der Restoxydabilitét, welcher bei der 
Untersuchung des Blutes von zwélf Menschen erhalten wurde, war 
109,36 mg-°,, Sauerstoff, bei 4uBersten Schwankungen zwischen 94,75 
und 128,27 mg-°,. Der Durchschnittsgehalt an Zucker war 103.5 mg-°%, 
bei Schwankungen zwischen 86 und 127 mg-%. Die Oxydabilitat der 
Abbauzwischenprodukte zeigte einen Durchschnittswert von 26,5 mg-°, 
Sauerstoff, bei Schwankungen zwischen 18,7 und 34,1 mg-%. Der 
Wert der Restoxydabilitat steigt meist bei erhdhtem Zuckergehalt im 
Blute, wenn auch nicht in allen Fallen. Was aber die Oxydabilitat der 
Abbauzwischenprodukte angeht, so ist kaum eine GesetzmaBbigkeit 
zwischen dem Zuckergehalt im Blute und diesem Wert zu ersehen. 
Dieser Index hangt anscheinend auch wenig vom Geschlecht ab: 
er steigt aber nach Speiseaufnahme, wenn iiberhaupt die relativ kleine 
Beobachtungszahl diesen Schlu8 zu ziehen erlaubt. 
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Die Analyse des Kaninchenblutes ergab folgende Resultate (Ta- 
belle VIIT). 
Tabelle VIII. 





Sauerstoff- ‘ 
verbrauch zur OxXydabilitat der 
Nr. Restoxydabilitat Zucker a ae Anmerkung 
mg-°/) Sauerstoff mg-9/ mg mg-°/) Sauerstoff 
1 145,15 | / 154 | ,-. 118,1 27,05). 7) Das Blut 
146,15 | 14565 | 459 ; 153 116,8 29,35 | 82 | wurde kurz 
2 189,1 | y4o 139 108,2 30,9 | 99. ond 
145,15 | 1421 | 441 4 140 109.5 35,65 | 988 | Futterang 
3 140.0 117 93 47 
4 152.4 126 99,7 52.7 
5 146.4 141 109,5 36,9 
6 160.5 150 115,4 45,1 
7 | 124,2 120 95,2 29,0 
8  138,2 131 102,9 35,3 


Der Wert der Restoxydabilitaét ist in diesem Falle viel héher und 
im Durchschnitt gleich 143,7 mg-% Sauerstoff, bei Schwankungen 
zwischen 124,2 und 160,5 mg-°%. Der Zuckergehalt ist ebenfalls héher 
und betragt durchschnittlich 134,7 mg-%, mit Schwankungen zwischen 
117 und 153mg-%. Somit besteht auch hier die GesetzmaBigkeit, 
auf welche schon bei der Besprechung der Analysen des Menschenblutes 
hingewiesen wurde, nimlich, daB bei gréBerem Zuckergehalt der Wert 
der Restoxydabilitaét zunimmt. Wenn man aber die Durchschnitts- 
zahlen beider Tabellen vergleicht, so sieht man, da8, wihrend die Werte 
der Restoxydabilitét von 109,36 mg Sauerstoff bis auf 143,7 mg steigen, 
der Zuckergehalt nur von 108,5 auf 134,7 mg-°% steigt. Somit steigt 
der Zuckerwert etwas weniger stark als der Wert der Restoxydabilitat. 
Die Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte betraigt im Durchschnitt 
von acht Versuchen 38,4mg-% Sauerstoff, mit einer groBen 
Schwankungsbreite (von 28,2 bis 52,7). 

Noch scharfer treten die Schwankungen der Restoxydabilitét und 
der Oxydabilitét der Abbauzwischenprodukte bei Meerschweinchen hervor 
(Tabelle IX). 

Tabelle 1X. 





S stoff- | 
Fe ce age Oxydabilitit der 
Nr. Restoxydabilitit Zucker Coes ee | ee Anmerkung 
mg-°/, Sauerstoff mg-°/9 mg | mg-°/o Sauerstoff 
1 142.3 168 127,6 14,7 
2 132,3 160 122,2 10,1 
3 125,4 106 84,7 40,7 
4 162.5 ~- ~ ~ 
| Das Blut 
5 164,9 139 108,2 56,7 _—— 


| niichtern 
entnommen. 
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Hier erreicht, bei einem Durchschnittswert der Oxydabilitat der 
Abbauzwischenprodukte von 30,5, die Amplitude der Schwankungen 
eine GréBe von 10,1 bis 56,7. Eine GesetzmaBigkeit zwischen der Rest- 
oxydabilitat und dem Zuckergehalt kann man hier nicht erkennen. 
Die Restoxydabilitét ist im Durchschnitt von fiinf Versuchen gleich 
145,5 mg Sauerstoff pro 100 cem Blut, mit Schwankungen zwischen 
125,4 und 164 mg. 

Bei der Untersuchung des Hammelblutes wurden folgende Werte 
erhalten (Tabelle X). 

Tabelle X. 





Sauerstoffverbrauch Oxydabilitat der 

. ee ‘i zur Oxydation des Abbauz wischen- 
Nr. Restoxydabilitiat Zucker Zackers produkte 

mg-°/ 9 Sauerstoff mg-°, » mg-9/5 | mg-°/) Sauerstoft 


Undefibriniertes Blut. 


1 74,83 56 45.6 29,23 

2 63,7 59 48,1 15.6 
Defibriniertes Blut. 

1 75,18 54 43,9 31,27 

2 65,7 58 47,3 18,4 


Die Versuche wurden derart ausgefiihrt, daB gleichzeitig sowohl 
undefibriniertes als auch defibriniertes Vollblut bearbeitet wurde. 
Wie die Resultate zeigen, andern sich die Werte fiir die Restoxydabilitat 
und die Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte in beiden Fallen fast 
nicht. Man bemerkt hier nur eine sehr geringe Verminderung des Zucker- 
gehaltes im defibrinierten Blute bei gleichzeitiger ErhGhung der Werte 
der Restoxydabilitat und der Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte. 
Der Durchschnittswert der Restoxydabilitét ist sehr niedrig -—- 69 mg 
Sauerstoff —- und paBt zu dem geringen Zuckergehalt von durchschnitt- 
lich 57,5 mg-%. Der Durchschnittswert der Oxydabilitat der Abbau- 
zwischenprodukte ist 22,4 mg Sauerstoff. 


Beim Vergleich der Durchschnittswerte sieht man ganz deutlich die 
Abhiangigkeit der Restoxydabilitaét vom Zuckergehalt im Blute (Tabelle XT). 


Tabelle XI. 





| Oxydabilitét der 
Restoxydabilitat Zucker Abbau- 
zwischenprodukte 


er aes ee era 109,36 | 103,5 26,5 
Kaninchen ..... 143.7 134,7 38,4 
Meerschweinchen. . . 145.5 143 30 

MIs sow 4 8 69 57,5 22.4 


Die Durchschnittszahlen fiir die Oxydabilitét der Abbauzwischen- 
produkte schwanken jedoch viel weniger als die Restoxydabilititswerte. 
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Um die Verteilung der Restoxydabilitét zwischen Erythrocyten und 
Serum zu verfolgen, wurde folgender Versuch ausgefiihrt. Defibriniertes 
Hammelblut wurde in einem Reagensréhrchen vom Hamometer Sahlis- 
Leitz zentrifugiert; das Serum wurde vorsichtig abgesaugt, in ein anderes 
ebensolches Reagensréhrchen iibergefiihrt und bis zur Marke mit physiologi- 
scher Lésung aufgefiillt. Die Erythrocyten wurden ebenfalls mit physiologi- 
scher Lésung bis zum Anfangsvolumen verdiinnt. Die Restoxydabilitat 
wurde in defibriniertem Vollblut, Erythrocyten und Serum bestimmt. 
Zugleich wurde auch der Zucker bestimmt. Der Versuch ergab folgende 
Resultate (Tabelle XIT). 


Tabelle XII. 





Nr. Vollblut Erythrocyten Serum 
1 Restoxydabilitat . 75,2 36,3 43,9 
2 Zucker . 54 15 38 


Aus diesen Befunden kann man den Schlu8 ziehen, daB die Zucker- 
menge in Erythrocyten fast 2'/,mal kleiner ist als im Serum, dagegen 
ist die Restoxydabilitat in Erythrocyten und im Serum fast gleich. 
Somit steht weder die Restoxydabilitét, geschweige die Oxydabilitat 
der Abbauzwischenprodukte in Beziehung zu den Zuckermengen, wobei 
anscheinend andere Ursachen wirksam sind. 
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Biochemische Zeitschrift Band 256. 3 
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Die groBe Schwankungsbreite des Wertes fiir die Oxydabilitaét der 
Abbauzwischenprodukte bei Kaninchen und Meerschweinchen legte es 
nahe, den Verlauf der Verinderung dieses Indexes nach der Fiitterung zu 
verfolgen. Zu diesem Zwecke benutzte ich zwei Kaninchen, welchen nach 
24stiindigem Hungern das gewéhnliche Futter, Hafer und Gemiise, dar- 
geboten wurde. Das Blut wurde niichtern, dann '/,, 1, 2, 3 und 4 Stunden 
nach der Fiitterung entnommen. Die Resultate zeigen die Abb. 3 und 4. 

Diese Beobachtungen erweisen, daB die Kurve des Zuckergehalts 
im Blute nicht véllig der Kurve der Restoxydabilitét entspricht, was 
besonders in der zweiten Stunde nach der Fiitterung bemerkbar ist, 
- wo die Restoxydabilitat nach Erreichung 
ok eines Maximums merklich zu sinken beginnt, 
pe waihrend umgekehrt die Zuckergehaltskurve 

, a ; ; a 
af steigt. Es findet eine eigenartige Kreuzung 
a beider Kurven statt. Die Zunahme der 
wo Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte 
10) erreicht ihr Maximum 2 Stunden nach der 
100 Fiitterung und sinkt dann allmahlich, indem 
der Wert in der vierten Stunde niedriger 











H 

80 wird als beim hungernden Tiere 

ed Ein ungefahr gleiches Bild wurde beim 
CO} 6 Versuch mit einem Meerschweinchen erhalten 
50 (Abb. 5). 


Die hohen Werte fiir den Zuckergehalt 
im Blute und die Restoxydabilitét im 
niichternen Zustande waren wohl dadurch 
zu erkliren, daB die Versuche an Tieren 
fea 7 é 3 Sf angestellt wurden, welche im Laufe von 

Abb. 5. Meerschweinchenblut. 24 Stunden nicht nur kein Futter, sondern 

nent —e auch kein Wasser erhielten. Hier ist 2 Stunden 

: Zur Oxydation des nach der Fiitterung auch die Kreuzung der 
Zuckers’ erforderlicher ,, e a el 

Sauerstoff in mg. Kurve des Zuckergehaltes mit derjenigen 

sect a der Restoxydabilitét deutlich zu bemerken. 

mee Der Wert der Oxydabilitaét der Abbau- 

zwischenprodukte ist in der vierten Stunde des Versuchs ganz niedrig; 

10,8 mg-°%, Sauerstoff, bei 56,7 mg-°% Sauerstoff im Blute, das niichtern 

entnommen wurde. 

Somit hangt die Ursache der weiten Schwankungen des Wertes der 
Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte bei Kaninchen und Meer- 
schweinchen von der Zeit der Blutentnahme nach der Fiitterung ab. 
Die Verhaltnisse, welche einen derartigen Verlauf der Kurve hervor- 
rufen, sind fiir mich noch nicht ganz klar; anscheinend hangen sie 
von der Abnahme irgendwelcher Abbauzwischenprodukte im Blute, 
méglicherweise der Oxy- und Ketosiuren ab. Dies 14Bt sich aus der 
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Tatsache folgern, daB im Blute Hungernder Koérper der Acetonreihe 
vorgefunden werden. In meinen weiteren Arbeiten beabsichtige ich, 
den Verlauf der Kurve nach der Fiitterung mit Kohlenhydraten oder 
Fetten, oder EiweiB zu verfolgen: dann wird das Ansteigen oder Sinken 
der Kurve der Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte die Méglichkeit 
geben, bestimmtere Schliisse zu ziehen. 

Natiirlicherweise entsteht die Frage, ob vielleicht die GréBe der 
Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte von der sogenannten 
,,Differenzzahl*‘ (difference value) abhaingig ist, und zwar um so mehr, 
als der Verlauf der Kurven beider Werte bei normalen Tieren annahernd 
iibereinstimmt. Mit diesem Namen bezeichnen die englischen Autoren! 
die Differenz zwischen dem Zuckergehalt nach der Hydrolyse (die 
hydrolytische Zahl) und der Zuckermenge, welche direkt im Blutfiltrat, 
welches nach Folin und Wu enteiweiBt wurde, bestimmt wird; doch 
trifft diese Voraussetzung nicht zu, weil erstens beim gesunden Menschen 
die ,,Differenzzahl** den Wert von 8 mg-°,, Zucker nicht iiberschreitet, 
wahrend ich die Oxydabilitét der Abbauzwischenprodukte im Durch- 
schnitt gleich 26,5 mg Sauerstoff gefunden habe; mit anderen Worten, 
die von mir bestimmte Sauerstoffmenge ist imstande, viermal soviel 
Traubenzucker zu oxydieren als die, welche als Dextrine und Poly- 
saccharide im Blute enthalten sein kénnen. Der zweite Grund hangt 
mit der Tatsache zusammen, daB beim EnteiweiBen des Blutes’ nicht 
mittels Wolframsaure, sondern durch Zinkoxydhydrat die kolloidalen 
K6érper, wie Polysaccharide, in den Niederschlag mitgerissen werden. 

Bedeutend gréBere Schwankungen der Werte fiir die Rest- 
oxydabilitat und die Oxydabilitaét der Abbauzwischenprodukte kann man 
bei der Blutuntersuchung von Diabetikern erwarten. In diesem Falle 
sind, wie Stepp feststellte, im Blute reduzierende Stoffe vom Typus 
des Acetaldehyds sogar bei denjenigen Patienten vorhanden, bei welchen 
es nicht gelingt, im Harn Aceton festzustellen. Wenn unter diesen 
Bedingungen der Wert fiir die Oxydabilitat der Abbauzwischenprodukte 
héher wird, so muB eine noch stirkere Erhéhung bei verschiedenen 
Graden der Azidose erwartet werden. Die beschriebene Methode kann 
nicht nur fiir Stoffwechselkrankheiten von Interesse sein, sondern auch 
fiir Krankheiten der Nieren, der Leber, chronische Infektionen, maligne 
Tumoren usw. Versuche und Beobachtungen iiber die Veranderungen 
des Blutchemismus bei genannten Krankheiten werden in dieser Richtung 
unternommen. 

Zum SchluB méchte ich meine Ergebnisse zusammenfassen : 

1. Die Einheitlichkeit, mit welcher im Organismus die Oxy- 
dationsprozesse der Kohlenhydrate, Fette und Eiweibstoffe vor sich 


1 Cammidge, Insulinbehandlung des Diabetes 1925, Moskau (russ. Aufl.). 
3* 
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gehen, gibt uns die Méglichkeit, einen allgemeinen Index vorzuschlagen, 
welcher in relativen Einheiten (Milligramm Sauerstoff) ausgedriickt, 
es erlaubt, eine Gehaltszunahme der Abbauzwischenprodukte im Blute 
leicht festzustellen. 

2. Der Wert der Restoxydabilitat kann vdéllig die Zucker- 
bestimmung im Blute ersetzen, da es fiir den Kliniker wichtig ist, nicht 
den absoluten Zuckergehalt nachzuweisen, welcher zudem, je nach 
der Bestimmungsmethode, grobe Schwankungen aufweist, sondern 
die Mengenzunahme von Stoffen im Blute, welche nicht im Organismus 
oxydiert werden kénnen. 

3. Die Methodik der Restoxydabilitaétsbestimmung ist geniigend 
genau und sehr einfach. Im weiteren kann sie etwa in der Richtung 
einer Verminderung der Blutmenge, welche zum Versuch erforderlich 
ist, verbessert werden. 

4. Der Wert der Oxydabilitét des Abbauzwischenproduktes ist 
besonders bei Stoffwechselkrankheiten von Wichtigkeit. Dieser Index 
kann mittels der angefiihrten Tabelle berechnet werden. 

5. Der Verlauf der Kurven der Restoxydabilitat und der Oxy- 
dabilitét der Abbauzwischenprodukte bei Momentblutentnahmen er- 
fordert noch weitere Beobachtungen. 
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Uber die Beziehungen der Harnzusammensetzung 
zum Séure-Basenhaushalt. 


IV. Mitteilung: 
Der Siureiiberschu8 des Harns. 


Von 
S. M. Neuschlosz. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der Medizinischen Fakultaét 
in Rosario de Sta. Fé, Argentinien.) 


(Eingegangen am 25. August 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In den vorhergehenden Mitteilungen dieser Serie! haben wir uns 
in Form des von uns sogenannten Basen-Saiurequotienten des Harns 
im wesentlichen mit der physikalisch-chemischen und physiologischen 
Bedeutung des Harnammoniaks befaBt. Der andere Ausdruck der 
regulatorischen Tatigkeit der Nieren innerhalb des Siaure-Basen- 
haushaltes, der wechselnde Sauregrad des Harns an sich, wurde hierbei 
nicht beriicksichtigt. Hierfiir war in erster Reihe die Tatsache ver- 
antwortlich, daB uns die Bedeutung der aktuellen, sowie der titrier- 
baren Aziditét des Harns fiir die Saiureeinsparung des Organismus 
durch die grundlegenden Untersuchungen von Henderson und Palmer? 
als im wesentlichen geklirt erschien, des weiteren jedoch auch der 
Umstand, daB unseren Erfahbrungen nach Stérungen der hier in Frage 
kommenden Nierenfunktion beim Zustandekommen azidotischer Zu- 
stinde keine erhebliche Bedeutung besitzen diirften. Eine langer- 
dauernde Beschiftigung mit der Zusammensetzung des Harns in ihren 
Beziehungen zum Sdure-Basenhaushalt zeigte uns jedoch, daB diese 
bisher von uns vernachlassigte AuBerung regulatorischer Nierentatigkeit 
gewisse LKigentiimlichkeiten aufweist, die eine eingehende Unter- 
suchung wiinschenswert erscheinen lieBen. 


1 Neuschlosz, diese Zeitschr. 232, 82, 1931; 240, 286, 1931. 
2 Henderson u. Palmer, J. of biol. Chem. 18, 393, 1912; 17, 305, 1914. 
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Wie bekannt, wird der ,,Sauregrad** des Harns einerseits nach seiner 
Wasserstoffionenkonzentration, andererseits nach seinem Gehalt an titrier- 
baren, sauren bzw. basischen Valenzen beurteilt. Die physiologische Be- 
deutung beider GréBen wurde, wie bereits erwaihnt, zum erstenmal von 
Henderson und Palmer klar erkannt und entsprechend gewiirdigt. Auch 
die Methodik, die in immer weiteren Kreisen zur Bestimmung der Titrations- 
aziditat des Harns verwendet wird, ist ihrem Prinzip nach auf die genannten 
Autoren zuriickzufiihren. Bei diesem Verfahren wird der Harn mittels 
Saure oder Alkali bis zum px des Blutes titriert, wodurch der Titrations- 
wert im Gegensatz zu den frither allgemein geiibten Verfahren von 
Ndgeli! und Folin® — erst einen klar erkennbaren physiologischen Sinn 
erlangt. Die so bestimmte Gr6éBe ist der SdurediberschuB, den der Harn im 
Vergleich zum Blute aufweist. Dieser ist positiv, wenn der urspriingliche 
Harn saurer war als das Blut, zur Titration also Lauge verwendet werden 
mubte und negativ im entgegengesetzten Falle. DaS dieses Verfahren, 
namentlich wenn die Gesamtpufferung des Harns und nicht allein die durch 
die Phosphate bedingte, bestimmt werden soll, auch der doppelten Titration 
nach Michaelis® im Prinzip iiberlegen ist, geht aus den Erérterungen von 
Brock* und von Mainzer und Joffe> hervor. Wenn daher im folgenden von 
Titrationsaziditat oder SaureiiberschuB des Harns gesprochen wird, ist 
dies immer im Sinne Hendersons und der ihm folgenden Forscher zu ver- 
stehen. 

Welche besondere, tiber die der Wasserstoffionenkonzentration hinaus- 
gehende Bedeutung muB nun dem SaureiiberschuB des Harns zuerkannt 
werden? Nach Henderson gibt der SaéureiiberschuB des Harns unmittelbar 
die basischen Valenzen an, welche durch die Niere mittels der Ausscheidung 
eines sauren Harns eingespart worden sind. Bei Harnen, die alkalischer 
sind als das Blut (pH = 7,4), ergibt der negative SaureiiberschuB auf ahnliche 
Weise die eingesparten sauren Valenzen, doch wollen wir im folgenden von 
diesem Falle absehen und uns auf die Betrachtung mehr oder weniger saurer 
Harne beschrinken. Dem Problem der alkalischen Harne soll dafiir eine 
spaitere Arbeit gewidmet werden. 

Es ist klar, daB auch bei gleichbleibendem px der SaureiiberschuB des 
Harns sich zwischen weiten Grenzen bewegen kann. Um also die gestellte 
Frage beantworten zu kénnen, mu zunichst festgestellt werden, welche 
Faktoren auBer pu an der Bestimmung des Saureiiberschusses be- 
teiligt sind. Dies wird offenbar zunéichst davon abhangen, ob der Saure- 
iiberschuB auf ein bestimmtes Harnvolumen (100 oder 1000 cem), oder 
aber auf die gesamte Tagesmenge bezogen wird. In letzterem Falle hangt 
die GréBe des Saureiiberschusses namlich nur von Menge und Art der mit 
dem Harn ausgeschiedenen Puffersubstanzen ab, in ersterem dagegen auch 
von der Wassermenge, die diese begleitet. Eine Unterscheidung in diesem 
Sinne ist vor kurzem von Satke und Bartolomey® durchgefiihrt worden, die 


~ 


Nadgeli, Zeitschr. f. phys. Chem. 30, 313, 1900. 
2 Folin, Amer. J. of physiol. 9, 265, 1903. 
Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, I. Aufl., 8S. 108, Berlin 


n 


1914. 


4 Brock, Zeitschr. f. klin. Med. 101, 51, 1925. 

5 Mainzer u. Joffe, diese Zeitschr. 203, 50, 1928. 

6 Satke u. Bartolomey, Wiener Arch. f. inn. Med. 20, 121, 213, 473, 1930; 
21, 29, 199, 1931. 
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den auf 100cem Harn berechneten SaureiiberschuB kurzweg mit dieser 
Benennung (S. U.) bezeichnen. wahrend sie der auf den gesamten Tages- 
harn bezogenen GréBe den Namen GesamtsaureiiberschuB (G. 8. U.) geben. 
Wie auch sonst tiblich, werden hierbei beide Zahlen in Kubikzentimeter 
n/10 Lauge ausgedriickt. Auch die Angabe genannter Autoren, daB beide 
GréBen, die unter normalen Bedingungen einen gewissen Parallelismus 
aufweisen, unter pathologischen Verhaltnissen sich unabhangig voneinander, 
oder sogar im entgegengesetzten Sinne bewegen kénnen, laBt sich leicht 
verstehen. 

Der auf ein bestimmtes Volumen bezogene SaureiiberschuB hangt 
offenbar auBer von pu in erster Reihe von der jeweils geleisteten 
Konzentrations- oder Verdiinnungsarbeit der Niere ab, und wird daher 
von allen Faktoren beeinfluBt, die eine Wirkung auf die Harnkonzentration 
im allgemeinen ausiiben. Diese Faktoren sind nun zum groBen Teil solche, die 
nur ganz weitlaufige oder gar keine Beziehungen zum Séure-Basenhaushalt 
haben, weshalb auch der auf ein bestimmtes Volumen bezogene Saureiiber- 
schuB unseres Erachtens nur wenig AufschluB iiber die reaktionsregulierende 
Tatigkeit der Nieren zu geben imstande ist. Auch die SchluBfolgerungen, 
die in dieser Hinsicht von Satke und Bartolomey gezogen werden, scheinen 
uns deshalb nicht stichhaltig zu sein. Diese Autoren deuten namlich die 
Tatsache, daB bei diabetischer und nephritischer Azidose der Saureiiber- 
schu8 kleiner zu sein pflegt, als er unter physiologischen Bedingungen 
dem jeweiligen px des Harns entsprechen wiirde, in dem Sinne, daB der 
Organismus bestrebt sei, basische Valenzen zuriickzuhalten. Wenn nun 
eine derartige basensparende Tendenz wirklich besténde, so miiBte sie auch 
bei Betrachtung des gesamten Harns von 24 Stunden nachzuweisen sein, 
was jedoch nach den eigenen Angaben der Wiener Autoren bei Diabetikern 
nicht der Fall ist. Der G. 8. U. zeigt sich vielmehr bei der diabetischen 
Azidose im allgemeinen héher als normal. Der beobachtete niedrige 8. U. 
1aBt sich aber auch viel einfacher durch die geringe Elektrolytkonzentration 
der in Frage kommenden Harne erkliren, die bei den Diabetikern durch 
die vorhandene Polyurie, bei den Nierenkranken durch die vermutliche 
Hyposthenurie, bedingt wird. 


Eine gr6Bere Bedeutung als dem auf 100 oder 1000 cem berechneten 
Saureiiberschu8 muB fiir die Beurteilung des Saéure-Basenhaushaltes dem 


auf den gesamten Tagesharn bezogenen Wert dem G. 8. U. von Satke 
und Bartolome y zuerkannt werden. Diese GréBe ist offenbar von der 
jeweiligen Harnkonzentration unabhangig und hangt auBer von pH 


nur von der Gesamtmenge und der Art der mit dem Harn ausgeschiedenen 
Puffersubstanzen ab. Nach den genannten Autoren bewegt sich auch diese 
GréBe unter normalen Bedingungen und bei einem gegebenen py zwischen 
bestimmten Grenzen. Bei Azidosen kann sie je nach ihrem Ursprung erhéht, 
herabgesetzt, aber auch normal sein. Bei diabetischer Azidose ist sie in der 
Regel erhéht, was die Wiener Autoren wohl mit Recht im Sinne einer 
Tendenz des Organismus deuten, sich iiberschiissiger saurer Valenzen zu 
entledigen. Bei nephritischer Azidose ist sie dagegen meistens herabgesetzt, 
wohl als Folge der Unfahigkeit der Nieren, den Forderungen des Stoff- 
wechsels zu entsprechen. Es kommen aber sowohl bei Diabetikern wie auch 
bei Nephritikern und anderen an Azidose leidenden Kranken, vollkommen 
normale Werte des G. 8. U. vor, wie auch umgekehrt, bei Individuen, die 
keine merklichen St6érungen im Séure-Basenhaushalt aufweisen, gelegentlich 
abnorm hohe oder niedrige Werte zur Beachtung gelangen. 
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Eine allgemeine pathognostische Bedeutung kommt demnach dem Saure- 
iiberschusse des Harns auch dann nicht zu, wenn er auf den ganzen Tagesharn 
bezogen und zum jeweiligen px in Beziehung gesetzt wird. Abnorm hohe 
Werte bezeugen im allgemeinen nur die bestehende Tendenz des Organismus, 
sich tiberschiissiger saurer Valenzen zu entledigen, ein Verhalten, daB sich 
in den meisten Fallen bereits aus dem niedrigen px derartiger Harne er- 
kennen 1iBt, wihrend abnorm niedrige Werte — in stark sauren Harnen 
dafiir sprechen, daB die Nieren das Sauerwerden des Harns zum Zwecke 
der Ausscheidung freier Sauren nicht im normalen Mae auszunutzen 
imstande sind. 

Einen tieferen Einblick in die mit dem SaureiiberschuB des Harns 
zusammenhangenden Nierenfunktionen haben wir uns nun dadurch 
zu verschaffen gesucht, daB wir genannte GréBe mit derjenigen ver- 
glichen, welche sie bei dem betreffenden Harn in Maximo, d. h. bei 
unbegrenzter Saiuerung erreichen wiirde. Wie Henderson und Spiro} 
gezeigt haben, besteht doch die Bedeutung der Ausscheidung saurer 
Harne darin, da8 hierdurch die im Blute an Basen gebundenen schwachen 
Sauren zum Teil frei werden und die entsprechenden basischen Valenzen 
demzufolge dem Organismus erhalten werden kénnen. Im theoretisch 
denkbaren Grenzfall kénnte die Saéuerung des Harns soweit gehen, 
daB simtliche schwache Sauren frei wiirden und demzufolge der Saure- 
iiberschuB des Harns seinem Gesamtgehalt an schwachen Sauren, 
abziiglich der Menge, die bereits bei Blutreaktion frei vorliegt, gleich- 
kime. Ein Bruch also, der letztgenannte GréBe als Nenner und den 
Saureiiberschu8 des Harns als Zahler enthalt, wiirde im erwahnten 
Grenzfall den Wert 1, sonst aber stets kleinere Werte aufweisen. 

Die physikalisch-chemische Bedeutung des so errechneten Sdurediber- 
schuBquotienten ergibt sich aus folgender Uberlegung. Es soll zundchst 
angenommen werden, der Harn enthalte nur eine einzige schwache Saure 
mit der Dissoziationskonstante k. Dann ist offenbar: 


sf (1) 
Doe hs 
wobei @ die Konzentration der freien Saure, s die des betreffenden Salzes 
und h die der Wasserstoffionen bedeutet. Bezeichnen wir nun die bereits 
bei Blutreaktion freie Séure mit a) und die dazugehérige Wasserstoffionen - 
konzentration mit hi), so ergibt sich die Gleichung: 


ao a ho . 


aie 2\* 
s+a—a k (2) 


1 Henderson u. Spiro, diese Zeitschr. 15, 110, 1908 

* Es wird hierbei angenommen, da®B die Dissoziationskonstante einer 
gegebenen Saure im Blute und im Harn die gleiche ist. Beziiglich der 
reduzierten Konstanten ist dies, wie bekannt, streng genommen nicht 
der Fall. Doch wird der hierdurch begangene Fehler in keinem Falle 
groB genug sein, um die folgenden Uberlegungen und Berechnungen zu 
beriihren. 
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Der oben besprochene SaureiiberschuBquotient (c) ist definitionsgemabB : 


a— dp 


e : (3) 
8 +a— a 
Aus den Gleichungen (1), (2) und (3) ergibt sich: 
; h—ho 
t k+h (4) 


Enthielte der Harn also nur eine einzige schwache Saure, so wire der Saure- 
iiberschuBquotient durch die Wasserstoffionenkonzentration des Blutes 
und des Harnes und die Dissoziationskonstante genannter Saure bereits 
festgelegt. Durch den Umstand, da der Harn nicht eine, sondern eine ganze 
Reihe schwacher Séuren enthalt, werden diese Verhiltnisse nur insoweit 
verindert, daB k die Bedeutung des Mittelwertes aus den Dissoziations- 
konstanten der einzelnen schwachen Séuren erhalt. SinngemaéB muB 
nimlich k in diesem Falle durch die Gleichung: 


Tet eo + 6, 


t 
a, + ay +43 +--+ +4, 


(5) 


definiert werden, wobei @,, 4, ..., @, die Konzentrationen der einzelnen 
schwachen Sauren, 8, 8, ..., 8, die der betreffenden Salze darstellen. Die 
Gleichung (1) behalt natiirlich ihre Giiltigkeit fiir jede einzelne der in 
Frage kommenden Sauren, so daB: 

ay ag 


h ky — ky = ks 


k—- (6) 
8) 82 83 8 


Aus den Gleichungen (5) und (6) ergibt sich: 


ky ay 4- kg (lg + ks dg i i k a, 


- n ( 7 ) 
a, + dg + a3 ++ +4, 
also der Mittelwert aus den einzelnen Dissoziationskonstanten. 


Hieraus folgt aber, daB diese GréBe nebst der Wasserstoffzahl des 
Blutes und des Harns auch den SaureiiberschuBquotienten im Sinne der 
Gleichung (4) eindeutig bestimmt, woraus sich wiederum der SchluB ergibt, 
daB auf Grund des genannten Quotienten gewissermaBen die relative 
Menge und die Art der im Harn vorkommenden schwachen Séuren beurteilt 
werden kénnen. Wesentliche Abweichungen, die in dieser Hinsicht von der 
Norm vorkommen, miiBten naimlich zu Veranderungen von & und hierdurch 
bei gleichem px des Harns auch von c fihren. 


Die Bedeutung dieser Frage fiir den Siure-Basenhaushalt liegt 
nun in folgenden Umstinden. Durch die Ausscheidung eines sauren 
Harns werden, wie bereits hervorgehoben wurde, dem Organismus 
basische Valenzen erspart. Die Menge der letzteren, die offenbar fiir 
die Wirksamkeit der in Frage kommenden Nierenfunktion maBgebend 
ist (Henderson'), hingt auBer von dem py-Unterschied zwischen Blut 
und Harn und der gesamten ausgeschiedenen Puffermenge auch von 


1 Henderson, Amer. J. of physiol. 21, 173, 1908. 
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der Art der jeweils eliminierten schwachen Sauren ab. Dies geht aus 
folgendem hervor. 
Bezeichnen wir den Saureiiberschu8, der der Basenersparnis gleich- 
zusetzen ist, mit E, so ist: 
E = a— 1%. (3) 
Wenn nun die gesamte ausgeschiedene Puffermenge (schwache Sauren 
samt ihrer Salze) mit ¢ bezeichnet wird, so gelten die Gleichungen: 


th 
aie (9) 
. h+k 
und 
tho ( 
- ) 
lo ho +k ’ (19) 


wobei der GréBe k die durch Gleichung (7) festgelegte Bedeutung zukommt. 
Durch Substitution erhalten wir dann die Gleichung: 
t(h—ho)k ; 
(h + k) (ho + k) 
Um festzustellen, wie Z von k abhangt, differenzieren wir die Glei- 
chung (11) nach & und erhalten so: 
dE t (h — ho) (iho — k*) ‘ 
dk [(h + k) (hy + k)}* 


Dieser Differentialquotient erlangt den Wert Null, wenn hh, — k? = 0, 


a = (11) 


also k = y hh, ist. DaB es sich hierbei um ein Maximum und nicht um ein 
Minimum fiir £ handelt, geht daraus hervor, daB die zweite Ableitung 
dE /dk* einen negativen Wert aufweist. 

Es zeigt sich also, daB der SaéureiiberschuB des Harns ceteris paribus 
dann seinen maximalen Wert erreicht, die in Frage kommende Nieren- 
funktion also dann am wirksamsten arbeitet, wenn der Mittelwert der Disso- 
ziationskonstanten der mit dem Harn ausgeschiedenen schwachen Sduren der 
Bedingung : 

k= Vhho (12) 
genigt. 

Da hy als praktisch konstant angesehen werden kann, haingt der optimale 
Wert fiir k lediglich von h (Wasserstoffionenkonzentration des Harns) ab. 
Gebrauchen wir die logarithmische Form der Gleichung (12): 


_ Puo + Pa 
9 


P, 


und nehmen wir fiir pao den Wert 7,4 an, so ergibt sich fiir pa = 7,0 als 
Optimalwert p, = 7,2, fiir po = 6,0, p, = 6,7 und fiir pu = 5,0, p, = 6,2. 

Wie verhalten sich nun die tatsachlichen Werte von p;, zu den aus- 
gefiihrten Optimalwerten? Diese Frage konnte nur experimentell beant- 
wortet werden ; zu welchem Zwecke wir uns die oben angefiihrte Gleichung (4) 
nutzbar machten. Es muBte also zunachst fiir eine Anzahl Harne h (bzw. px) 
und ¢ ermittelt und hieraus k nach der Gleichung: 


(l1—c)h—ho 


¢ 


k = (13) 


berechnet werden. 
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Derartige Bestimmungen fiihrten wir zunachst an etwa 100 normalen 
menschlichen Harnen aus, wobei lediglich solche beriicksichtigt worden 
sind, die einen positiven SaureiiberschuB aufwiesen, deren py also 
kleiner war als 7,4. Sonst wurde die Auswahl! auf keine Weise beschrankt, 
aber nur ganze Tagesharne untersucht. In jedem Falle wurden die Harne 
entsprechend dem in den vorhergehenden Arbeiten angegebenen Ver- 
fahren aufgefangen und konserviert. Die Berechnung der einzelnen 
GréBen erfolgte in Dezimilliaquivalenten pro Liter, obwohl dieser 
Umstand, da uns letzten Endes lediglich eine Verhaltniszahl interessierte, 
bedeutungslos ist. 


Die pu-Bestimmungen wurden im allgemeinen elektrometrisch mittels 
einer Chinhydronelektrode ausgefiihrt, gelegentlich auch kolorimetrisch 
nach Michaelis. Die Bestimmung des Séaureiiberschusses erfolgte durch 
elektrometrische Titration von 10cem Harn mittels n/10 NaOH. Als 
Endpunkt galt die durchschnittliche Blutreaktion: py = 7.4. Aus auBeren 
Griinden muBte jedoch zeitweise die elektrometrische Titration durch 
eine kolorimetrische ersetzt werden, wobei ein Verfahren verwendet wurde, 
daB uns bequemer und praktischer erscheint als die von Henderson und 
Palmer oder von Brock angegebenen. Anstatt Phenolrot bedienen wir 
uns némlich des einfarbigen Indikators m-Nitrophenol und des Michaelis- 
Gyemantschen Prinzips! der Indikatorverdiinnung. 

Im einzelnen gestaltet sich unser Titrationsverfahren folgendermaBen. 
Wir halten zwei alkoholische Lésungen von m-Nitrophenol vorréatig, und 
zwar eine zu 3°, die andere zu 0,3°,. In einem weiten Reagensglas wird 
zu l0cem Harn leem der konzentrierten Indikatorlésung und 10 cem 
Wasser hinzugefiigt, in einem zweiten Glas von derselben Beschaffenheit 
ebenfalls zu 10 cem Harn 1 cem verdiinnte Indikatorlésung, 1 cem 20° ,ige 
NaOH und 9cem Wasser zugesetzt. Die erste Lésung wird nun mit n/10 
NaOH, die zweite mit Wasser solange versetzt, bis ihre Farbungen tiberein- 
stimmen. Die hierzu verbrauchten Kubikzentimeter NaOH zeigen den 
auf 10 cem beziiglichen SaéureiiberschuB des Harns an. Wie ersichtlich, 
beruht die Grundlage dieses Verfahrens auf dem Umstande, daB bei px = 7,4 
das m-Nitrophenol etwa zu '/,) dissoziiert, da also eine gewisse Indikator- 
konzentration bei pu = 7,4 [genau genommen bei pu 7,35 (bei 18°)] 
dieselbe Farbenintensitat aufweist wie eine zehnmal verdiinntere Indikator- 
lésung im stark alkalischen Medium. Die Eigenfarbe des Harns ist dabei 
in beiden Lésungen die gleiche und stért daher beim Vergleichen nicht. 

Um den SaureiiberschuBquotienten berechnen zu kénnen, mubte 
natiirlich auch die GréBe ermittelt werden, die den Nenner des genannten 
Bruches darstellt. Dieser ist aber offenbar die Summe des Séaureiiber- 
schusses und der im Harn in gebundener Form vorhandenen schwachen 
Sauren. Wie letztere bestimmt werden kénnen, ist in der dritten Mitteilung 
ausfiihrlich besprochen worden, da die organischen Salze: P, — O, + O' 

(1 a)C, auch den Nenner des dort behandelten Basen-Saéurequotienten 
darstellen. Wir wandten also zur Berechnung des Séureiiberschu8quotienten 
die Formel: 

E 
E+ Py— 0, + O'—(1— ay 


1 Michaelis u. Gyemant, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 


Co er he 








44 S. M. Neuschlosz: 


an. Eine im Prinzip tibereinstimmende, jedoch etwas einfachere Be- 
stimmungsmethode des Basen-Saéurequotienten, die auch bei Ermittlung 
des SdaureiiberschuBquotienten verwendbar ist, soll in einer folgenden 
Arbeit beschrieben werden. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen an normalen Harnen werden 
der Einfachheit halber und um Raum zu sparen, nur graphisch wieder- 
gegeben. Die beiliegende Abbildung stellt den Quotienten ¢ in seiner 
Abhangigkeit von px des Harns dar. Die einzelnen Punkte reprasen- 
tieren die tatsiichlich ermittelten Werte, waihrend die beiden Kurven, 
die simtliche Punkte einschlieBen, die mutmaBlichen Grenzen darstellen, 
zwischen denen sich der SaureiiberschuBquotient normaler Harne 
bewegt. Diese Kurven wurden derart konstruiert, daB zunichst aus 

den einzelnen h- und c-Werten 
l auf Grund der Gleichung (13) 
LY k berechnet und dann fiir die 





I7. 
ye 


C Mh=§59 


beiden extremen Werte fiir / auf 
an 4 nK=513 Grund der Gleichung (4) der zu 
ARE jedem h gehorige c- Wert ermittelt 
Wy wurde. Die gefundenen Extrem- 
werte fiir p, waren 5,59 und 5,13, 
also merklich niedriger (fiir & 
30 np, 4 hoher) als die oben besprochenen 

Optimalwerte. Es zeigt sich also, 

daB die hier in Frage kommende 
Nierenfunktion unter normalen Bedingungen niemals auch nur an- 
genihert optimal arbeitet, daB aber bei der Ausscheidung stark saurer 
Harne der Unterschied gegeniiber dem Optimum immerhin kleiner 
wird als bei weniger sauren. 

































Abb. 1. 


Die Saureausscheidungstitigkeit der Nieren kann jedoch auch 
noch von einem anderen Gesichtspunkt betrachtet werden. Die Wirk- 
samkeit der Nierenregulation gegeniiber einer drohenden Azidose hangt 
namlich offenbar nicht nur von der absoluten Menge der ausgeschiedenen 
sauren Valenzen, sondern auch von der Schnelligkeit und Genauigkeit 
ab, mit der sich die Nierentatigkeit in jedem Moment auf die augen- 
blicklichen Bediirfnisse des Organismus einstellt. Es ist zwar unstreitbar, 
daB die stetige und ohne Zeitverlust einsetzende Reaktionsregulierung 
in erster Reihe durch die Atmung besorgt wird, es darf jedoch nicht 
auBer acht gelassen werden, da8 durch verstarkte Atmung die in Uber- 
schuB8 vorhandenen fixen Saéuren nicht beseitigt werden und die Blut- 
reaktion nur auf Kosten des CO,-Druckes erhalten wird. Eine méglichst 
schleunige Beseitigung genannter Saéuren, die nur durch die Nieren 
erfolgen kann, ist daher fiir die Wiederherstellung des Siaure-Basen- 
gleichgewichtes durchaus notwendig. Des weiteren ist es bekannt, 
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daB in Fiillen, in denen die sogenannte zentrogene Atmungsregulierung 
der rein hamatogenen gegeniiber vorherrscht, die Blutreaktion durch 
die Atmung nicht nur nicht reguliert, sondern geradezu gestért werden 
kann (Winterstein!, Gesell*). Unter solchen Umstinden ist daher 
allein die Nierentatigkeit fahig, eine Verschiebung der Blutreaktion zu 
verhindern, und ein schnelles und energisches Eingreifen derselben wird 
demnach zur Lebensfrage. 


AuBer der Gesamtmenge ausgeschiedener freier Saiuren, auf die 
sich unsere obigen Betrachtungen allein beziehen, ist also fiir die jeweilige 
Wirksamkeit der regulatorischen Nierentatigkeit auch der EinfluB 
maBgebend, den die Harnsekretion unmittelbar auf die Blutreaktion 
ausibt. Als MaB des Nutzeffektes der in diesem letzteren Sinne auf- 
gefaBten Nierenfunktion kann nun der Differentialquotient — dh,/dT 
dienen, der das Verhdltnis einer unendlich kleinen Verschiebung der 
Blutreaktion nach der alkalischen Seite zu der dieselbe verursachenden 
Ausscheidung von Puffergemischen darstellt. Die Berechnung dieses 
Differentialquotienten kann folgendermaBen durchgefihrt werden. 


Es sei A die Menge schwacher Saéuren und S die der entsprechenden 
Salze im Blute, waihrend ik, den arithmetischen Mittelwert aus den Disso- 
ziationskonstanten dieser Saéuren darstellt. Die durch die Nieren aus- 
geschiedene unendlich kleine Séiuremenge ist dann dA, die der sie be- 
gleitenden Puffersalze dS. Dann ist offenbar: 


A—dA 
ho —dho = hos as 
und hieraus: 
4 S—S 
—dhy = ko Ad 6A. (14) 


S? 
Das Verhaltnis von dA zu dS wird offenbar durch & (des Harns) und die 
durehschnittliche Dissoziationskonstante k bestimmt, und zwar ist: 
dA - 
h = kas: (15) 


Andererseits ist die Summe der ausgeschiedenen freien Saéuren und ihrer 
Salze gleich der gesamten ausgeschiedenen Puffermenge : 


dA+dsS = dT. (16) 
Aus den Gleichungen (15) und (16) folgt: 
h ’ 
- ) 
dA ag dT (17 
und 
ee. 
dS = nant (18) 


1 Winterstein, Pfliigers Arch. 187, 293, 1921. 
2 Gesell, Ergebn. d. Physiol. 28, 340, 1929. 
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Fiir die im Blute befindlichen schwachen Saéuren und ihre Salze, deren 
Summe gleich 7 sei, gelten sinngemaB die Gleichungen : 


h 
—— 7 (19) 
ho + ko 
und 
ko om ) 
S = ——- T. 20 
ho + ko . 


Darch die Substitution der Werte von A, S, dA und dS aus den Glei- 
chungen (17) bis (20) in (14) erhalten wir den oben erwahnten Differential- 
quotienten : 

dho — (hok —hko) (ig + ko). 


— _ (21) 
aT (h +k) ky? 7 


Wie ersichtlich, wird die rechte Seite der Gleichung (21) gleich Null, 


ae h ; dh : 
wenn k = | ky ist. Ist also k< — ky, dann ist — ., negativ, d. h. die 
0 ho, al 
Ausscheidung des Harns verursacht eine Verschiebung der Blutreaktion 


h 
nach der sauren Seite. Nur wenn k gréBer ist als | ky, wird die Reaktion 
0 


h 
des Blutes nach der alkalischen Seite verschoben, und zwar offenbar 
um so mehr, je gréBer / ist. Hieraus folgt aber, daB um die Blutreaktion 
nach der alkalischen Seite zu verschieben, die Nieren nach Méoglichkeit 
starke Sduren ausscheiden miissen. 


Durch diese Feststellung erhalt nun auch die weiter oben be- 
sprochene Tatsache ihre physiologische Begriindung. Die Saure- 
auscheidung seitens der Nieren dient offenbar zwei verschiedenen 
Zwecken: einmal der méglichst raschen Wiederherstellung der normalen 
Blutreaktion, und zweitens der Beseitigung iiberschiissiger saurer 
Valenzen. Die letztere dieser Funktionen wiirde optimal arbeiten, 
wenn das arithmetische Mittel aus den Dissoziationskonstanten der mit 
dem Harn ausgeschiedenen schwachen Sauren dem geometrischen 
Mittelwert zwischen der H-lonenkonzentration des Blutes und des 
Harns entspriche. Dieser Bedingung kénnte aber nur durch die Aus- 
scheidung auBerordentlich schwacher Sauren durch die Nieren ent- 
sprochen werden, wahrend die erste der genannten Aufgaben der Nieren- 
regulation umgekehrt die Elimination méglichst starker Sauren 
erfordert. Auch nur einigermaBen giinstige Bedingungen fiir beide 
Funktionen scheinen sich demnach gegenseitig auszuschlieBen. Da 
nun aber fiir die Erhaltung des Lebens das schnelle Eingreifen der 
Nierenregulation zeitweise unentbehrlich wird, und andererseits fiir 
die Beseitigung iiberschiissiger Siuremengen auch andere Mechanismen 
(Ammoniakbildung) zur Verfiigung stehen, so wird es physiologisch 
begreiflich, daB die Bedingungen der Séureausscherdung durch die Nieren 
sich derartig gestalten, dap sie mehr eine rasche Einstellung auf die je- 
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weiligen Bediirfnisse des Organismus als die Ausscheidung groBer Séure- 
mengen begiinstigt. 


Um jedoch die obigen Uberlegungen und die aus ihnen gezogenen 
SchluBfolgerungen zu rechtfertigen, muBte noch der Nachweis erbracht 
werden, daB die Betrachtung der durchschnittlichen Dissoziations- 
konstante k als variable GréBe, wie wir sie durchgefiihrt haben, den 
physiologischen Verhaltnissen tatsichlich entspricht. Es ist offenbar, 
daB der Durchschnittswert & einerseits von der Art und der relativen 
Menge der im Stoffwechsel gebildeten schwachen Séuren abhaingt, dann 
aber auch einer selektiven Tatigkeit der Nieren unterworfen sein kénnte, 
die sich namentlich in kiirzeren Perioden und in Zeiten besonderer 
Gefahr in der bevorzugten bzw. eingeschrinkten Ausscheidung ge- 
wisser Séuren duBern wiirde. Nur wenn der Wert k eine von der je- 
weiligen Nierentatigkeit abhaingige Variable darstellt, oder wenn der 
Erscheinung bestimmter Sauren im Blute bereits reaktionsregulierende 
Bedeutung zuerkannt werden darf, kénnen unsere obigen Ausfiihrungen 
Anspruch auf Giiltigkeit erheben. 


Wie weit diese letztere Méglichkeit zu Recht besteht, muB einst- 
weilen dahingestellt bleiben, daB sich aber die Nieren selbst tatsachlich 
in angegebenem Sinne verhalten, geht aus einer Reihe von Versuchen 
hervor, die wir an Hunden mittels der langsamen intravenésen Infusionen 
von Siuren ausfiihrten. Ein Eingehen auf die Technik dieser Versuche 
k6nnen wir uns ersparen, da sie in jeder Hinsicht der Versuchsanordnung 
entsprach, die in der zweiten Mitteilung dieser Reihe beschrieben wurde 
Auch war die injizierte Siuremenge (10 ccm n/10 Saure in Ringerlésung 
pro Kilogramm Gewicht) und die Art der Einverleibung (100 ccm 
pro Stunde intravends) die gleiche wie damals. Injiziert wurden diesmal 
Salzsiure, Milchsiure und Phosphorsaiure. Der der Vorperiode (Infusion 
von Ringerlésung) und der Hauptperiode entsprechende Harn ist der 
gleichen Harnanalyse unterzogen worden, die weiter oben fiir mensch- 
liche Harne beschrieben wurde. Um Raum zu sparen, fiihren wir aber 
in der Tabelle I nebst py nur die nach den obigen Gleichungen errechneten 
Werte fiir p, an. 

Tabelle I. 








Vorperiode Hauptperiode 
Nr. Injizierte Sure i wean on pean 
Pu P,. PH P,, 
1 Salzsaure 6,20 5,82 5,65 5,65 
2 - 6,25 5,83 6.00 5,30 
i Milchsaure 6,70 6,00 6,20 5,36 
4 = 6,60 6,09 6,20 5,74 
5 Phosphorsaure 6,25 5,89 5,50 5,41 
6 . 6,40 5,77 5,70 5,36 
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Wie ersichtlich, ist das Ergebnis stets dasselbe. Mit der mehr oder 
weniger starken Sauerung des Harns geht ein Ansteigen der durch- 
schnittlichen Dissoziationskonstante einher, die fiir eine Begiinstigung 
starkerer Sauren durch die Nieren zeugt. Die Art der injizierten Saiure 
ist hierbei im wesentlichen gleichgiiltig. Es kann demnach nicht be- 
zweifelt werden, daB die Niere die jeweils auszuscheidenden Séuren 
ihrer relativen Starke nach selektioniert, und zwar dermafBen, dap die 
Gesamtmenge der ausgeschiedenen freien Saiuren zugunsten einer raschen 
und genauen Reaktionsregulierung eingeschrénkt wird. 


Im selben Sinne sprechen auch einige Beobachtungen, die wir an 
Azidosekranken machen konnten, und zwar unter Einhaltung derselben 
Bedingungen, die auch bei Bestimmung der in Abb. 1] zusammen- 
yvefaBten Normalwerte maBgebend waren. Die gewonnenen Zahlen 
sind in der Tabelle II zusammengestellt. Zur allgemeinen Kenn- 
zeichnung des Siure-Basengleichgewichtes ist in jedem Falle, nebst der 
klinischen Diagnose, auch die Alkalireserve (A. R.) angegeben. Die 
Harnbefunde beziehen sich auf den 24stiindigen Harn desselben Tages, 
an welchem das Blut zur A. R.-Bestimmung entiaommen wurde; sie 
unterscheiden sich aber im allgemeinen nur wenig von den Ergebnissen, 
die an anderen Tagen bei den gleichen Individuen erhalten wurden. 
Es wird in jedem Falle py des Harns und der auf die oben angegebene 
Weise berechnete Mittelwert der Dissoziationskonstanten (in logarith- 
mischer Form) angegeben. 

Tabelle II, 





A. R. 


Nr. Diagnose ra | Pu des Harns Pi, 
lo 
1 Diabetes 44.6 5,32 4.87 
2 ‘ 45,7 5,55 5,01 
3 . 48,1 5,34 5,17 
4 . 44,3 5,28 5,81 
5 Inanition 44.6 5,15 4.97 
6 Schwere sek. Anamie 41,2 5,35 5,38 
7 | Chr. Nephritis 48,8 6,20 5,19 
8 | Uramie 22,1 5,40 4,95 
9 Schrumpfniere 40,1 5,32 5,00 
10 fe 48,7 5,35 4,99 


Ein Vergleich dieser p,-Werte mit den entsprechenden Normal- 
werten zeigt, daB dieselben bei sechs von den untersuchten zehn Azidose- 
fallen (Nr. 1, 2, 5, 8, 9, 10) unterhalb und bei zwei weiteren Fillen 
(Nr. 3, 7) knapp oberhalb der unteren Grenze des Normalbereiches 
liegen. Es scheint demnach, daB der p,-Wert des Harns bei Azidose 
im allgemeinen herabgesetzt ist, die Nieren also unter solchen Um- 
staénden die Ausscheidung etwas starkerer Siuren den ganz schwachen 
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gegeniiber bevorzugen. Nach den obigen Auseinandersetzungen geht 
aber hieraus hervor, daB die Nieren bei der klinischen Azidose, ebenso 
wie bei der experimentellen, die Ausscheidung freier Sauren derart 
bewirken, daB eine méglichst schnelle und genaue Regulierung der 
Blutreaktion erreicht wird, wenn auch hierdurch die Gesamtmenge 
der ausgeschiedenen freien Saéuren eine Einschrinkung erfihrt. 

Als besonders bemerkenswert mu hervorgehoben werden, dab 
dieselbe Erscheinung auch bei Azidosen renalen Ursprungs auftritt 
und daB die hier in Frage kommende Nierenfunktion selbst wihrend 
einer voll ausgebildeten Uramie (Fall 8), kurze Zeit vor dem Tode, 
auch nicht wesentlich herabgesetzt erscheint. Welche Umstande fiir 
diese héchst eigentiimliche Tatsache maBgebend sind, kann natiirlich 
solange nicht angegeben werden, bis der Mechanismus der vorliegenden 
Nierenfunktion nicht naher erforscht ist. 

SchlieBlich sei noch versucht, die relative Bedeutung und das 
gegenseitige Verhalten des Saureiiberschusses und der Ammoniak- 
auscheidung, wie sie sich auf Grund unserer Untersuchungen ergeben, 
kurz darzulegen. DaB® im allgemeinen die Bedeutung der Ammoniak- 
ausscheidung die des Saureiiberschusses quantitativ tibertrifft, wurde 
hereits von Palmer und Henderson! erkannt und geht schon daraus 
hervor, daB der Quotient: SauretiberschuB /Ammoniakausscheidung 
zumindest unter normalen Bedingungen —- stets kleiner als 1 ist. Bei 
bestehender Azidose erscheint allerdings die Ammoniakausscheidung im 
Verhaltnis zum SauretiberschuB haufig herabgesetzt, so duB besagter 
Quotient héhere Werte als 1 erlangen kann. Wie in einer folgenden 
Arbeit? gezeigt werden soll, ist hierfiir im allgemeinen eine absolute 
oder relative Insuffizienz der Ammoniakbildung seitens der Nieren 
mabgebend, die wir deshalb fiir die vornehmliche Ursache des Ent- 
stehens der meisten azidotischen Zustande halten. 

Dieser quantitativen Uberlegenheit der Ammoniakausscheidung 
steht aber die oben nachgewiesene Eigentiimlichkeit des Saureiiber- 
schusses gegeniiber, durch welche die Niere befaihigt wird, rasch und 
mit groBer Prazision in das Siure-Basengleichgewicht einzugreifen und 
so an der Konstanterhaltung der Blutreaktion wirksam mitzuarbeiten. 
DaB durch die Inanspruchnahme dieses Mechanismus die Menge der 
mittels des Sauretiberschusses ausgeschiedenen freien sauren Valenzen 
noch weiter abnimmt, ist hierbei, unter normalen Umstanden, belanglos 
und wird durch die vermehrte Ammoniakbildung, die bei Azidose- 
gefahr eintritt, véllig kompensiert. Nur wenn die Ammoniakbildung 
aus irgendwelchem Grunde unzureichend wird, kommt es zu einer 


1 Palmer u. Henderson, Arch. of intern. Med. 11, 109, 1915. 
? Erscheint in der Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 
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Anhaufung iiberschissiger saurer Valenzen im Organismus, d. h. zur 
Azidose. 

Zusammenfassend \iBt sich also sagen, daB wahrend die grépte 
Menge iiberschiissiger saurer Valenzen den Organismus an Ammoniak 
gebunden verlipt, dem StiureiiberschuB des Harns, nebst der Atmung, div 
Rolle zufallt, fiir die rasch einsetzende, scharf eingestellte Regulation zu 
sorgen, die fiir die Aufrechterhaltung der normalen Blutreaktion notwendig 
ist. Diese spezielle und von der der Ammoniakausscheidung verschiedene 
Bedeutung, die dem SaureiiherschuB des Harns zukommt, und die 
bereits von Gamble, Ross und Tisdall' vermutet wurde, ist, unseres 
Wissens nach, hicr zum erstenmal tatsichlich nachgewiesen worden 


1 Gamble, Ross u. Tisdall, J. of biol. Chem. 57, 633, 1923. 
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Uber die Beziehungen der Harnzusammensetzung 
zum Siure-Basenhaushalt. 


V. Mitteilung: 


Die Wirkung kérperlicher Arbeit auf die Zusammensetzung des Harns, 


Von 
S. M. Neusehlosz. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der Medizinischen Fakultat 
in Rosario de Santa Fé, Argentinien.) 


(Eingegangen am 25, August 1932.) 


Es ist bekannt, daB andauernde, anstrengende Muskelarbeit zur 
Azidose fiihrt. Eine Herabsetzung der Kohlensiurebindung und der 
titrierbaren Alkalinitat des Blutes wurde unter solchen Umstanden 
bei Tieren schon von Geppert und Zuntz! festgestellt, wihrend ahnliche 
Befunde bei Menschen spiter von Douglas und Haldane*, Morawitz 
und Walker® und verschiedenen anderen Autoren erhoben wurden. 
Infolge der verstirkten Atmung geht die Herabsetzung der Alkali- 
reserve meistens auch mit einer Abnahme der alveolaren CO,-Spannung 
einher, obwohl letztere gelegentlich, zumindest voriibergehend, auch 
erhéht sein kann (Loewy*). Aus den eingehenden Untersuchungen von 
Barr, Himwich und Green® geht jedenfalls mit Bestimmtheit hervor, 
daB die Abnahme der Kohlensiurespannung nach anstrengender 
Muskelarbeit im Verhaltnis geringer ist als die der Blutbicarbonat- 
konzentration und daB demzufolge eine Verschiebung der Blutreaktion 
nach der sauren Seite erfolgt. Die Saiuerung des Blutes auBert sich in 
einem Abfall von py bis auf Werte, die unter Umstanden unterhalb 
von 7,1 liegen kénnen und nach heftigen und langandauernden An- 
strengungen erst 30 bis 50 Minuten nach Beendigung der Arbeit zur 


' Geppert u. Zuntz. Pfliigers Arch. 42, 189, 1888. 

2 Douglas u. Haldane, J. of physiol. 40, 454, 1910. 

3 Morawitz u. Walker, diese Zeitschr. 60, 395, 1914. 

* Loewy, Oppenheimers Handb. d. Biochem., Il. Aufl., 6, 106, Jena 1926. 
5 Barr, Himwich u. Green, J. of biol. Chem. 55, 495, 1923. 
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Norm zuriickkehren. Die Kohlensiurespannung und die Alkalireserve 
kénnen dagegen, entsprechend den Feststellungen von Mettenleiter’, 
selbst nach 24 Stunden noch niedrige Werte aufweisen. 

Aus den Analysen von Dill, Edwards und Talbott? geht hervor, dal 
die Abnahme der Bicarbonatkonzentration im Blute etwa zu 75 bis 
80% auf das Ubertreten von Milchsiure aus den arbeitenden Muskeln 
zurickzufiihren ist, daB jedoch gleichzeitig auch eine Erhéhung der 
Phosphat- und Chloridwerte im Blute beobachtet werden kann. Die 
durch die Saiuerung bedingte Konzentrationsabnahme der an Serum- 
eiweiB gebundenen Kationen wird durch die Eindickung des Blutes 
iiberkompensiert, so daB letztere eher zu- als abnehmen. Im selben 
Sinne andert sich auch der Blutkalkspiegel, wihrend die Alkalikationen 
keine nennenswerten Konzentrationsveranderungen gegeniiber der Norm 
aufweisen. 

Es zeigt sich demnach, da die verstirkte Atmung, mit der jede 
Koérperanstrengung einhergeht, zur Aufrechterhaltung der normalen 
Blutreaktion nicht ausreicht und dementsprechend logischerweise 
angenommen werden mu}, daB wihrend des Bestehens der beschriebenen 
dekompensierten Azidose simtliche fiir die Regulierung des Saure- 
Basengleichgewichtes in Frage kommenden Mechanismen aufs AuBerste 
in Anspruch genommen werden. Der genannte Zustand schien also 
eine giinstige Gelegenheit zu bieten, die in den vorhergehenden Arbeiten 
entwickelten Anschauungen betreffs der doppelten Bedeutung der 
Nierenregulation einer weiteren Priifung zu unterziehen, zu welchem 
Zwecke die Verainderungen untersucht werden muBten, die infolge 
anstrengender Muskelarbeit in der Harnzusammensetzung auftreten. 

Die zu besprechenden Versuche sind an neun vollkommen gesunden 
und ké6rperlich gut entwickelten Studenten vorgenommen worden, die 
zwischen ihrem 21. und 24. Lebensjahre standen und samtlich an sport- 
maBige Ubungen gewohnt waren, sich zurzeit jedoch nicht in besonderem 
Trainingszustande befanden. Die der Untersuchung zugrunde liegende 
Muskeltatigkeit wurde stets in den Morgenstunden, etwa 2 Stunden nach 
Einnahme des ersten Friihstiicks ausgefiihrt und bestand in einigen Ver- 
suchen aus schwedischer Gymnastik, in anderen aus einer Partie Basketball, 
welche ohne Ruhepause wahrend | Stunde fortgesetzt worden sind. Es 
wurden jedesmal zwei Harnproben untersucht, und zwar bezog sich die 
erste auf die Stunde, die der Ubung unmittelbar vorausging und wahrend 
welcher die Versuchspersonen ruhig umhersaBen, und die zweite auf die 
Zeit, waihrend welcher die kérperliche Ubung selbst ausgefiihrt wurde. 
Die Harnproben wurden unter Zugabe einiger Thymolkristalle aufgefangen 
und méglichst bald, entsprechend den in den vorhergehenden Arbeiten 
auseinandergesetzten Gesichtspunkten, analysiert. Bestimmt wurden 
demnach: pu, SaureiiberschuB, Ammoniak, Kreatinin, titrierbare Alkalinitat 


1 Mettenleiter, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 117, 517, 1915. 
2 Dill, Edwards u. Talbott, J. of physiol. 69, 267, 1930. 
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gegeniiber Methylorange und die einzelnen Fraktionen der organischen 
Sauren. Aus diesen Werten wurden dann der Base-Saurequotient (Q), die 
logarithmiscl e, mittlere Dissoziationskonstante der im Harn vorhandenen 
schwachen Sauren (p,) und das Verhaltnis zwischen SaureiiberschuB und 
Ammoniakmenge (#) berechnet. Die ermittelten Zahlen sind nebst den 
wichtigsten Personalien der Versuchspersonen in der beiliegenden Tabelle 
zusammengestellt. 





, 


Nr : Alter uate Art des Harns @ P k 
Nr. Name der Ubung 
vor- nach- vor- nach- vor- nach- vor- nach- 
Jahre kg her her her her her her her her 
1 LC. 24 74 Schwedische 
Gymnastik 6.01 5,94 0,76 128 5.53 5.47 048 0.40 
ee ee 21 69 dasselbe 6.64 5.90 0,54 O89 6.03 545 0,65 041 
Si A.B.| 2 | aR 7.92 592 016 1.52 5.99 5.41 0.63 0,36 
48. B. 24 71 ” 6.53 541 0.52 1,41 588 5.11 0.60 035 
51 P. Vv. 24 SO Baskethall 6,27 6.04 O89 1,05 589 586 044 0,30 
6 |A.G.| 22 73 r 5.78 548 1.00 1.38 5,890 549 0.64 0.40 
7(E.D.| 2) 67 e 642 5.75 0.60 1,27 6,97 546 0,57 0,22 
S ie 24 70 ai D.78 5.55 OSD 1.29 5.96 5.44 O50 O33 
9/P.R. 23 75 n 5,96 548 0.77 1.82 5.83 5.48 0.63 0,27 


Wie ersichtlich. sind die Unterschiede zwischen der Harnzusammen 
setzung vor und nach der Ausfiihrung der Ubuncen in einigen Fallen (wie 
etwa Nr. | und 5) nur wenig ausgesprochen, wahrend sie in anderen (z. B. 
Nr. 3 und 4) wesentlich bedeutender sind. Qualitativ betrachtet sind jedoch 
die beobachteten Veranderungen in allen neun Versuchen die gleichen und 
bestehen aus einer Zunahme der Wasserstoftionenkonzentration und des 
Base-Saéurequotienten und einer Abnahme des Wertes p; und = des 
Quotienten R. Es labBt sich ferner feststellen. dali in den Fallen, in denen 
eine dieser GroBen infolge der geleisteten Arbeit wesentlich verindert wird, 
dies auch fiw die iibrigen Werte zutrifft. und umgekehrt. Es darf demnach 
angenommen werden, daB die quantitativen Unterschiede, die im Hinblick 
auf die Reaktionsweise der einzelnen Versuchspersonen zutage treten, 
nicht auf Differenzen in der Art der mobilisierten Regulationsmechanismen 
zuruckzufiihren sind, sondern lediglich darauf beruhen. dali die ausgetiihrte 


kérperliche Arbeit fiir die einzelnen Individuen je nach ihrer Leistungs- 
fahigkeit eine verschieden groBe Belastung ihres Saure-Basenhaushalts 
darstellt. 


Die Regulationstatigkeit der Nieren gegeniiber der Azidose fihrt 
demnach in allen unseren Versuchen 1. zu einer Saiuerung des Harns, 
2. zu einer Erhéhung des Base-Saiurequotienten und 3. zu einer bevor- 
zugten Ausscheidung nicht allzu schwacher Sauren. Diese Tatsachen 
stehen in vollkommener Ubereinstimmung mit den Anschauungen, 
welche wir in den vorhergehenden Arbeiten beziiglich der Bedeutung 
der beiden Mechanismen, mittels welcher die Nieren in den Saure- Basen- 
haushalt eingreifen, entwickelt haben. Auch wahrend der infolge an- 
strengender Muskelarbeit auftretenden Azidose wird die Ausscheidung 


freier Sauren durch die Nieren derartig bewerkstelligt, da die un- 


4* 
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mittelbare Beeinflussung der Blutreaktion begiinstigt wird, obwohl 
hierdurch die absolute Menge der entfernten sauren Valenzen eine 
Verminderung erfahrt. Die im Koérper entstandenen tiberschiissigen 
Sauren werden hingegen vornehmlich als Ammoniumsalze ausgeschieden, 
was namentlich aus der stets zu beobachtenden Erniedrigung des 
Quotienten R (SaureiiberschuB, Ammoniak) hervorgeht. 


Zusammenfassung, 


Infolge einer 1 Stunde lang anhaltenden anstrengenden Muskel- 
titigkeit wird die Zusammensetzung des Harns derart veraindert, dab 
sein Siuregrad und Ammoniakgehalt zunimmt, wahrend gleichzeitig 
die Ausscheidung etwas stirkerer Saiuren gegeniiber den ganz schwachen 
begiinstigt wird. Das Verhiltnis zwischen SauretiberschuB und 
Ammoniak wird zugunsten des letzteren verschoben. 
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Uber den Nachweis der Labilitit des Serums 
mit Hilfe eines Kapillaranalytischen Verfahrens. 


Von 


G. A. Brossa. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Turin und dem Kaiser 
Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektrochemie in Berlin- 
Dahlem.) 


(Eingeqange n am 2, Oktober 1952.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich liBt sich das Serum bzw. Plasma verschiedener 'Tier- 
arten, vor allem aber auch das menschliche Serum bzw. Plasma, im 
normalen und anomalen Zustande (bei Schwangeren oder Kranken) 
durch sein kolloid-chemisches Verhalten kennzeichnen. Da ist namentlich 
der von Fahraeus! untersuchte EinfluB auf die Senkungsgeschwindigkeit 
der Blutkérperchen. Das Plasma von Schwangeren steigert z. B. die 
Senkungsgeschwindigkeit erheblich starker als normales Serum. Als 
solches verhalt sich auch das Plasma von Neugeborenen. Es _ besteht 
deshalb ein ausgesprochener Unterschied im Verhalten des Plasmas 
der Mutter und des neugeborenen Kindes. Diese Erscheinung hat weit- 
gehend das Geprage einer Sensibilisierung, d. h. das hvdrophile Kolloid 
das Serum oder Plasma begiinstigt eine Koagulation oder jedenfalls 
einen Vorgang, bei dem es auf eine Entladung der Teilchen eines zweiten 
Kolloids ankommt. Meist wird ein in diesem Sinne wirkendes Serum 
oder Plasma als labil bezeichnet. Die Labilitat hangt anscheinend 
wesentlich vom Gehalt des Serums bzw. Plasmas an Globulin ab, oder 
richtiger von dem Verhaltnis zwischen Globulin und Albumin, wobei 
ein Mehrgehalt an Globulin die Sensibilisierung begiinstigt. 

Man war bemiiht, das Verfahren der Senkungsgeschwindigkeit 
von Blutkérperchen durch weitere Vergleichsverfahren zu stiitzen. 
Ich habe selbst seit Jahren Versuche in dieser Richtung angestellt. 


! Diese Zeitschr. S9 355, 1918. 
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Da iiber diese an wenig zuganglichen Stellen! berichtet worden ist, mag 
auch hier kurz auf sie eingegangen werden. So laBt sich mit stark 
koagulierenden Salzen, wie solchen mit hochwertigen Kationen oder 
mit Schwermetallkationen, die Labilitat des Serums unmittelbar dadurch 
nachweisen, daB labiles Serum leichter geflockt wird als normales 
Solche Versuche wurden folgendermaben ausgefihrt : 

Je leem der Elektrolytlésung von abgestuftem Gehalt wurde mit 
0.2 cem Serum versetzt; der Flockungszustand wurde nach einigen Stunden 
festgestellt. Verglichen wurde das Mutterserum, d.h. das Serum einer 
Frau, die vor kurzem geboren hatte, mit dem Serum des Kindes. Tabelle I 
laBt erkennen, da das miitterliche Serum schon bei kleinen Elektrolyt- 
konzentrationen geflockt wird, also labiler ist als das normale Serum des 
Kindes. 

Tabelle 1*. 


Koagulation von normalem und labilem Serum durch Elektrolyte. 





Flockungszustand bei einer Elektrolytkonzentration von 


serum 
0,029 » 0,05 ° 0,19 4 0,25 0.5% 9 i 
Mit AICI, als Elektrolyt. 
Kindesserum . . - age ee 
Mutterserum. . —-+ 1 ra oe 2 eg ee 
Mit Cus, als Elektrolyt. 
Kindesserum . . - es eee ee ee ee ee ee ee ee ee 
Mutterserum. . ——— —+- ++ a oe oe a ee oe ee ie dhe 


Auf einige verwandte Verfahren? (Flockung mit Alkohol oder 
Jodjodkaliumlésung), die fiir andere Zwecke schon verwendet wurden 
und die ich nachprifte und erweiterte, sei nicht eingegangen. Wohl 
aber kurz auf eine andere Methode, die in gewisser Hinsicht ein Gegen- 
stick zu dem erst besprochenen Verfahren darstellt. Soweit wurde das 
labile Serum bzw. Plasma dadurch gekennzeichnet, daB es seinei 
relativ héheren Globulingehalt gema stairker sensibilisierend wirkt 
bzw. leichter koaguliert wird. Man sollte nun erwarten, daB man um- 
gekehrt das normale Serum durch seinen relativ hohen Albumingehalt 
miBte charakterisieren kénnen. Da Albumin in der Regel starker 
schiitzend wirkt als Globulin, sollte das normale Serum unter geeig- 
neten Bedingungen starker schiitzend wirken als das labile. Dies ist 
nun in der Tat der Fall. Es lieB sich einmal dadurch zeigen, da} das 
normale Serum negative Farbstoffhydrosole, wie solche des Kongorots, 
Benzopurpurins u. a. gegen die Koagulation durch Elektrolyte starker 


* Es bedeuten: — - vollige Flockung, - und Triibung, 
ungeflockt. 

1G. A. Brossa u. L.S. Zocchi, Ann. di Ostetricia 1926. 

2 Dieselben, ebenda 1926; Giornale di med. mil. 1926. 
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schiitzt als das labile Serum. Die Versuche der Tabelle IL wurden 
folgendermaBen angestellt: 0.5 cem des Serums in abgestufter Konzen- 
tration versetzte man mit 1 ccm einer 1° ,,igen Farbstofflésung und mit 
2 ccm Wasser. Dann gab man 0,5 ccm einer 2,5°% igen BaCl,-Losung ! 
hinzu und stellte nach 2 Stunden den Flockungszustand fest. Aus 
Tabelle I] geht hervor, daB das normale Serum des Kindes schon in 
viel geringeren Konzentrationen§ schiitzend wirkt als das _ labile 
der Mutter. 
Tabelle 11. 


Schiitzende Wirkung von normalem und labilem Serum auf negative 
Farbstoffhydrosole. 





Flockungszustand bei einem Serumgehalt von 


Farbstott Serum 
0.02 0.05 ¢ 0,1° , 0,20 OD! 
Kongorot Kindesserum — — + : —_ 
Mutterserum +++ + + —-+t+ -— t oon 
Benzo- Kindesserum +++ ——+ 
purpurin Mutterserum + + 4 ++4 + + — 
Kongoorange Kindesserrum +++ —+44 Sa yh a 
Mutterserrum +++ +4 + v t 
Thiazinrot Kindesserum = - ++ + “ 
Mutterserum +++ + + +++ + + + 


Man kann nun auch auf einem anderen, sehr einfachen und an- 
schaulichem Wege die schiitzende Wirkung des normalen Serums und 
so den Unterschied zwischen normalem und labilem Serum beweisen, 
und diesen zu schildern ist vor allem die Aufgabe dieser Veréffent- 
lichung*®. Das Verfahren beruht auf einer kapillaranalytischen Er- 
scheinung®. Fraulein Sahlbom* hat bekanntlich gezeigt, daB sich im 


' Auch andere stark koagulierende Elektrolyte eignen sich. wie 
Strychnin- oder Chininsalze. 

® Hiertiber wurde schon vorlaufig berichtet von G. A. Brossa. Ciorn. 
d. R. Accad. d. Medicin. d. Turino 1930. 

% Eine unmittelbare Kapillaranalyse des Blutes ist) schon frither 
vorgenommen worden. Pertot (Wien. klin. Wochenschr. 14, 779. 1901), 
Frl. Sluiter (Arch. Néerland. de Physiol. 10, 340, 1926), Schilling und seine 
Mitarbeiter (F. Meyer, W. Bierast u. V. Schilling, Zeitschr. f. klin. Med. 
109, 523, 1928: V. Schilling u. R. Bruch, ebenda 109, 540; Gesenius, ebenda 
109, 549; V. Schilling, ebenda 109, 560; ferner V. Schilling, Das Gutta- 
diaphot nach Weyer, Bierast u. Schilling, Jena 1929), benutzen auch das 
Blut, lassen es aber namentlich auf farbstoffhaltigen Filtrierpapierstreifen 
auslaufen und verwenden die beobachteten Unterschiede im Verhalten zur 
Diagnose von Krankheiten. Das hier beschriebene Verfahren ahnelt zwar 
dem letzterwahnten, verdient aber wohl naher besprochen zu werden, da 
seine theoretische Grundlage durchsichtiger ist. 

4 Kolloidchem. Beith. 2. 79, 1910. 
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allgemeinen positive und negative elektrokratische Sole beim Auf- 
steigen in Filtrierpapier deutlich unterscheiden: das positive Sol wird 
unmittelbar an der Eintauchstelle koaguliert, die Kolloidteilchen 
steigen nicht weiter empor: die negativen Kolloidteilchen dagegen 
steigen mit dem Wasser hoch und bleiben schlieBlich nur wenig hinter 
ihm zuriick. Man hat freilich auf Ausnahmen von diesem Verhalten 
hingewiesen', es bestehen ferner vielleicht Bedenken gegen die Er- 
klarung, die Frl. Sahlbom fiir diese Ersckeinung gegeben hat: sie be- 
trachtet den Vorgang einfach als eine Abscheidung der positiven Kolloid- 
teilchen an der negativen Wand der Poren des Papieres, und zwar 
sollen die Teilchen infolge einer Kataphorese innerhalb der Poren an 
diese Wande gefiihrt werden. Immerhin trifft das unterschiecliche 
Verhalten von positiven und negativen Solen in der groben Mehrzahl 
der Falle zu, und mag die Erklarung der Erscheinung im einzelnen 
noch nicht die richtige sein, so besteht kaum ein Zweife! dariiber, dah 
die Ladung der Kolloidteilchen, also ihr §-Potential fiir den Vorgang 
verantwortlich ist. Es handelt sich also um ein Phinomen, das mit 
der Elektrolytkoagulation nahe verwandt ist, und man darf deshalb 
unbedenklich erwarten, daB man bei der Elketrolytkoagulation auf- 
tretende Vorgange wie eine Sensibilisierung oder eine Schutzwirkung 
durch fremde hydrophile Kolloide auch hier bei diesem kapillaranalyti- 
schen Vorgang wird beobachten kénnen. 

Zu derartigen Versuchen diente Nachtblau?, ein Farbstoff, der 
ein positives Hydrosol gibt. Dieses zeigt das Sah/bomsche Phianomen 
in eindeutiger Form: benutzt man eine Lésung von 1 g im Liter, so 
bildet sich, wenn man einen Filtrierpapierstreifen cintaucht, unmittel- 
bar iiber der Eintauchstelle eine scharfe Grenze zwischen dem 
blauen Farbstoff und dem weiter aufsteigenden farblosen Wasser. 
Man kann den Versuch auch so ausfiithren, dafS} man die kolloide Lésung 
tropfenweise mit einem Bogen Filtrierpapier in Beriihrung bringt: es 
entsteht dann ein kleiner Farbfleck an der Aufsetzstelle, der Farbstoff 
verbreitet sich nicht mit dem weiter vordringenden Wasser. Handelt 
es sich bei diesem Vorgang um eine Koagulation, so sollte durch den 
Zusatz eines schiitzend wirkenden hydrophilea Kolloids die Koagulation 
beeintrachtigt werden; der Farbstoff sollte sich merklich weiter im 
Filtrierpapier ausbreiten kénnen. Dagegen sollte ein nicht schiitzend 
oder gar sensibilisierend wirkendes Kolloid das Verhalten der 


reinen Farbstofflésung nicht verandern, oder falls das tiberhaupt 
méglich ist — die Farbgrenze weiter herabdriicken , den Farbfleck 


verkleinern. 


1 W.A. Thomas u. Garard, J. Amer. chem. Soc. 40, 101, 1918. 
2 Kin Praparat der Firma Ag/a. 
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Der Unterschied zwischen normalem und labilem Serum. sollte 
sich demgemaB darin auBern, daB durch Zusatz von normalem Serum 
zur Farbstofflésung der Farbstoff im Filtrierpapicr nicht oder weniger 
koaguliert wird und sich weiter ausbreitet als beim gleichen Versuch 
mit der reinen Farbstoffl6sung bzw. mit einer Lésung, der man labiles 
Serum zugesetzt hat. Dies trifft nun durchaus zu. Versetzt man 2.5 ccm 


. 


einer 1° igen Nachtblaulésung mit 3 bis 4 Tropfen eines normalen 


Serums! das eines Neugeborenen — , so beobachtet man ein héheres 
Ansteigen. Der Farbstoff verbreitet sich allmahlich ohne = scharfe 


Grenze; zuweilen beobachtet man noch eine scharf abgesetzte Zone, 
in der offenbar in gewissem Umfang eine Koagulation eingetreten ist 
Mit abnehmender Serummenge geht das Verhalten beim Kapillar- 
analysieren stetig in das der reinen Farbstofflésung iiber. Versetzt 
man die gleiche Menge der erwahnten Farbstofflésung mit 3 bis 4'Tropfen 
eines labilen Serums —- Mutterserum -—, so verbreitet sich der Farbstoff 
heim Kapillaranalysieren wohl etwas weiter als bei der reinen Farbstoff- 
losung, aber merklich weniger weit als beim Versuch mit dem normalen 
Serum: die schiitzende Wirkung des labilen Serums ist also geringer 
als die des normalen. Abb. 1 zeigt den Unterschied deutlicn, und zwar 
bezieht sich Abb. la auf einen 
Versuch mit labilem Mutterserum, 
Abb. 1b auf einen mit dem normalen 
Serum des Neugeborenen. Noch 
deutlicher ist vielleicht der Unter- 
schied, wenn man mit der An- 
ordnung von 7T'rey? die Fliissigkeit, 
die an einer kapillaren Spitze aus- 
tritt, einen Bogen Filtrierpapier be- 
rithren laBt; siehe Abb. 2, in der sich 





wiederum a und b auf die beiden 


a b c d 
Abb. 1. Mit und ohne NaCl. 


Serumarten beziehen. Die Versuche 
wurden sehr haufig mit immer neuen 
Serumproben und stets dem gleichen Ergebnis wiederholt. Der Unter- 
schied wird haufig noch deutlicher, wenn man den Lésungen eine 
kleine Menge von NaCl zusetzt (siehe Abb. le und 1d). 


Es mubte jetzt gepriift werden, ob es wirklich bei dieser Schutzwirkung 
auf das Albumin ankommt. und ob das Globulin eine solehe vermissen 
laBt. Zu diesem Zwecke benutzte man Fiwei®fraktionen, die aus Kinder- 


' Diese Menge erweist sich als optimal; durch eine groBere wird die 
Farbstofflésung zum Teil geflockt. 

2 Zeitschr. f. analyt. Chem. 37, 743, 1898; siehe auch den Aufsatz von 
Rheinboldt in Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, 2. Aufl., 


1, 284, 1921. 
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serum durch Elektrodialyse! gewonnen waren, und zwar wurde als 


Albumin’ die in Lésung bleibende Albumin- Paraglobulinfraktion 
verwendet. als ..Globulin‘t das sich abscheidende Euglobulin. | Versetzt 


man unter denselben Bedingungen wie sonst die Nachtblaulésung mit 
steigenden Mengen von ,,Albumin‘, so tritt eime zunehmend starkere 
Schutzwirkung ein. Die Farbstofflésung steigt beim Kapillaranalysieret 





Abb. 2. 
Mutter- und Kindesserum 




















a b 


Abb. 3. Abb. 4. Verschiedene 
Konzentrationen 


Einflufi von Albuminzusatz : . 
von Globulin + Albumin. 


immer hoher, die Grenze wird immer unscharfer. In Abb. 3 finden sich 
die Versuche a, 6, ¢ und d, bei denen in dieser Folge 3, 6, 9 und 20 Tropfen 
der ..Albumin‘'-Lésung der Farbstofflésung zugegeben worden waren 


1 Dies wurde nach Eftisch (vgl. die Literaturzusammenstellung bei 
Freundlich, Kapillarchem. 2, 425, 1932) vorgenommen; als Membranen 
diente eine aus Pergament und eine aus eiweiBhaltigem Kollodium 
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Ein Zusatz von Euglobulin bedingt dagegen kein héheres Ansteigen des 
Farbstoffes, die Grenze liegt eher etwas niedriger als bei der reinen Farbstoff- 
lésung. Dieser Versuch wurde einfach in der Weise angestellt, daB man 
eine kleine Menge des festen Euglobulins in die Farbstofflésung eintrug; sie 
léste sich auf, was wohl auf einer Peptisation in der merklich sauren Farbstoff- 
lésung beruht. Gemische von ,,Albumin* + ,,Globulin*‘ verhalten sich 
durchaus so, als wenn kein ,,Globulin** anwesend ware. Dies ist aus Abb. 4 
zu erkennen, in der sich @ und 6 durch einen verschiedenen Gehalt an 
Albumin unterscheiden, und zwar wurden im Fall a auf 2 Osen festen 
Euglobulins 5 Tropfen der Albuminlésung hinzugefiigt, im Fall 6 auf 2 Osen 
Euglobulins 10 Tropfen der Albuminlésung. All diese Erfahrungen stimmen 
mit dem tiberein, was tiber das voraussichtliche Verhalten von normalem 
und labilem Serum gesagt wurde. 

Fir die Schutzwirkung kommt es wohl sicher stets darauf an, daB 
das hydrophile Kolloid an die Teilchen des hydrophoben gebunden 
wird, sie also umhillt. Wurde auch noch nicht unmittelbar nach- 
gewiesen, daB ,,Albumin‘ und Nachtblau zusammentreten, so sprechen 
doch jetzt schon eine Reihe Erfahrungen dafiir. Mittelbar die ‘latsache, 
daB die Gegenwart des ,,Globulins’’ das Verhalten des ,,Albumins* 
nicht beeinfluBt. Dies auBert sich noch sehr deutlich darin, daB es fiir 
die Steighéhe des Farbstoffes gleichgiiltig ist, ob man das Euglobulin 
erst in der Farbstofflésung auflést und dann das ,,Albumin“ 
oder in der umgekehrten Folge verfahrt. Biindiger ist noch folgende 
Beobachtung. Bei den Versuchen mit steigendem ,,Albumin‘‘-Zusatz 
bemerkt man, daB oberhalb der Farbstoffgrenze noch eine zweite 
Grenzlinie vorhanden ist, die bei gréBerem ,,Albumin‘‘-Gehalt deutlich 
braunlich gefarbt ist. Sie ist aber nur bei héheren ,,Albumin‘‘-Konzen- 
trationen gut zu erkennen und verschwindet bei den kleineren praktisch 
ganz. Dies geht schon aus Abb. 3 herver, ist aber an den Versuchen 
selbst noch besser zu erkennen. Die Erscheinung laBt sich wohl damit 
erkliren, daB bei kleinen Gehalten das ,,Albumin‘ so gut wie vdllig 
an den Farbstoff gebunden ist. Bei gréBeren Gehalten bleibt aber 
eine zunehmend groBe Menge ungebunden, dringt mit dem Wasser 
weiter und gibt beim Eintrocknen eben den bréunlichen Rand. 


zusetzt, 


Das Verhalten der Proteine ist so stark vom px der Lésung ab- 
hangig, daB man dessen Einflu8 kaum je vernachlassigen darf. Es ist 
freilich nicht anzunehmen, daB sich das py des normalen Serums merklich 
von dem des labilen unterscheidet, und man kann deshalb den Unter- 
schied zwischen den beiden Seren nicht unmittelbar auf einen des py 
zurickfiihren. Aber es scheint doch nétig, zu priifen, wie weit die Ver- 
ainderung des Verhaltens der Farbstofflésung auf Zusatz der Protein- 
lésung mit einer Anderung des py der Flissigkeit zusammenhangt. 
Es handelt sich dabei also wesentlich um die Versuche, bei denen die 
elektrodialysierten Proteine zugesetzt wurden. Die reine Farbstoff- 
lésung hat ein py von etwa 3, die ,,Albumin®-Lésung ein merklich 
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héheres in der Nahe des isoelektrischen Punktes von Albumin. Durch 
den Zusatz des ,,Albumins** in wachsender Konzentration verschiebt 
sich das py des Gemisches nach héheren Werten hin. Man kénnte 
fragen: Beruht nicht am Ende das zunehmend starkere Aufsteigen 
des Farbstoffes vor allem auf einem Anwachsen des py, weniger auf 
einem des ,,Albumin‘*-Gehaltes?¢ Um dies zu entscheiden, wurden 
folgende Versuche angestellt: Der .,Albumin‘-Lésung wurde von 
vornherein soviel HCl zugesetzt, daB das py der Lésung etwa gleich 
dem der Farbstofflésung war (ungefahr 3,3). In Gemischen steigenden 
,Albumin‘‘-Gehaltes bleibt das py jetzt praktisch unveraindert. Es 
zeigte sich, daB auch jetzt mit wachsendem ,,Albumin‘-Gehalt die 
Farbgrenze ansteigt, sie erreicht allerdings schon bei kleineren Gehalten 
(von 8 bis 10 Tropfen) einen oberen Grenzwert. Die gleiche Versuchs- 
reihe wurde wiederholt bei einem py von etwa 5. Es wurde hier zu der 
Farbstofflésung eine geeignete Menge NaOQH-Lésung zugesetzt und die 
isoelektrische Proteinlésung verwendet. Wiederum stieg die Farbstoff- 
grenze mit wachsendem ,,Albumin‘‘*-Gehalt. Der Maximalwert lag aber 
merklich héher als bei den Versuchen mit einem py von 3,3. Aus diesem 
Verhalten folgt, daB sowohl der wachsende ,,Albumin‘‘-Gehalt wie eine 
Zunahme des py das Ansteigen des Farbstoffes begiinstigt. Aus den 
friiheren Messungen, bei denen das py nicht nahezu konstant gehalten 
wurde, hatte man beide Einfliisse vereint beobachtet. 


Von anderen positiven kolloiden Farbstoffen wurde noch Janusgriin 
untersucht, das sich im wesentlichen ebenso verhielt wie Nachtblau. 


Negative kolloide Farbstoffe lassen sich anscheinend nicht an Stelle 
von positiven verwenden. Es wurden einige Messungen mit einer Kongorot- 
lésung angestellt; sie steigt im Einklang mit den Erfahrungen von 
Fri. Sahlbom an anderen negativen Sodlen im Filtrierpapier hoch auf, 
bildet aber dann einen scharfen Rand. Bei Zusatz eines hydrophilen 
Kolloids wie der elektrodialysierten ,,Albumin‘‘-Lésung andert sich das 
Aussehen der Farbstoffzone insofern, als ein kleinerer Anteil des Farbstoffs 
anscheinend noch weiter steigt als in der reinen Lésung. Man hat oberhalb 
der stark roten Zone noch eine mattrote. Im ausgesprochenen Gegensatz 
zum Verhalten bei den positiven Farbstoffen andert Euglobulin beim 
Kongorot die Kapillaranalyse im gleichen Sinne, d.h. auch hier bleibt 
die scharfe Grenze des Farbstoffs an der gleichen Stelle wie bei der reinen 
Farbstofflésung; aber dariiber befindet sich noch eine mattrote Farbstoff- 
zone. Im Einklang mit diesen Erfahrungen konnte auf Zusatz von normalem 
und labilem Serum zu einem Kongorotsol kein Unterschied bei der Kapillar- 
analyse gefunden werden. Warum sich positive und negative Farbstoffe 
den Proteinen gegeniiber so verschieden verhalten, wurde noch nicht naher 
untersucht. 


Zusammenfassung. 


1. Man kann normales Menschenserum von einem labilen durch 
eine Kapillaranalyse unterscheiden. Auf Zusatz von normalem 
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Nachweis der Labilitat des Serums usw. 3 


Serum zu einer Nachtblaulésung steigt der Farbstoff im Filtrier- 
papier regelmaBig héher als in der reinen Farbstofflésung oder in 
ciner Lésung, der man die gleiche Menge des labilen Serums zu- 
gesetzt hat. 


2. Die Erscheinung beruht auf dem relativ gréberen Gehalt des 
normalen Serums an Albumin, das eine schiitzende Wirkung auf den 
Farbstoff ausiibt und seine Koagulation in dem Filtrierpapier ver- 
hindert. Dies lieB sich dadurch zeigen, daB auch eine aus Rinderserum 
durch Elektrodialyse gewonnene 4 lbumin- + Paraglobulinfraktion das 
Ansteigen des Farbstoffes im Filtrierpapier mit zunehmenden Gehalt 
an Albumin begiinstigt, wihrend das aus dem Rinderserum gewonnene 


Euglobulin, in der Farbstofflésung gelést, das Ansteigen eher benach- 
teiligt. 


Uber die Adsorption von Ca an das Casein der Milch. 


Von 
Kurt Ballowitz. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik Breslau.) 
(Eingegangen am 4. Oktober 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den letzten Jahren wurde durch Untersuchungen iiber die 
Chemie der reinen EiweiBkérper gezeigt, daB auch fiir sie die aus der 
anorganischen Chemie geliufigen Gesetze gelten. Nach der von 
J. Loeb (1) aufgestellten Valenzregel reagieren die Siuren und Basen 
mit EiweiBkérpern entsprechend ihrer Valenz, die Umsetzungen gehen 
in stéchiometrisch genau faBbaren Aquivalenten vor sich, so daB nach 
der verschiedenen Lage der Dissoziationskonstanten zwei- oder drei- 
wertiger Séiuren oder Basen innerhalb desselben py-Bereiches zur Er- 
zielung der gleichen H-lonenkonzentration entsprechend gréBere 
Sauremengen als bei einwertigen Siuren oder Basen verwandt werden 
miissen. Loeb lehnt daher die durch Hofmeister aufgestellten Lonen- 
reihen ab. 

Durch P. Ronau. H. H. Weber (2) konnte jedoch gezeigt werden, da® bei 
Messung der Aktivitaét der EiweiBsalze, die mittels der Ronaschen Kompen- 
sationsdialyse vorgenommen wurde, spezifische, den Hofmeisterschen Reihen 
analoge ionale Abhangigkeiten bestehen, nach denen die Aktivitaét der 
EiweiBsalze verschieden ist. Pauli (3) beobachtete, daB bei iiberschiissigem 
Séurezusatz die Aktivitét zuriickgeht, wodurch die Erscheinung, daB bei 
fortlaufendem Saurezusatz die Viskositét wieder absinkt, erklart werden 
kann. Es scheint hiernach die Reaktionsweise der Eiwei®k6érper nicht nur 
in stéchiometrischen Verhaltnissen vor sich zu gehen, worauf vor allem 
Loeb aufmerksam gemacht hat, sondern es lassen sich auch starke ionale 
Abhiangigkeiten feststellen. 

Ob EiweiBkérper adsorptive Fahigkeiten haben, ohne hierbei 
denaturiert zu werden, ist nicht sicher. Oppenheimer (4) fand, daB 
Au-, Ag- und Fe-Salze adsorbiert werden, wobei gleichzeitig eine Aus- 
fillung einsetzt. Bei K- und Ca-Salzen laBt sich auBerlich wenigstens 
sichtbar keinerlei Verainderung am EiwciB feststellen. Nach M. Guiffré(5) 
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geht die Bindung dieser Salze an reines Albumin bei zunehmender 
Salzkonzentration nicht in einfachen Verhaltnissen vor sich, sondern 
es laBt sich zeigen, daB die Reaktion in einer Kurve verliuft, die der 
Adsorption sehr ahnlich ist. Auch hier ist ein deutlicher Kationen- 
einfluB nachweisbar, Ca wird stirker gebunden als K. Ob eine echte 
Adsorption vorliegt, ]aBt sich durch das Fehlen einer Sattigungsgrenze 
nicht sicher entscheiden. 


Durch diese in ihren Ergebnissen bisher noch nicht einwandfrei 
geklarten Untersuchungen wurde ich veranlaBt, festzustellen, inwieweit 
und unter welchen Bedingungen bei Calcium eine Adsorption in Frage 
kommt. Uber das Casein als Adsorbens liegen derartige Versuche 
bisher noch nicht vor. Nach Loeb entspricht die Reaktionsweise des 
Caseins gegeniiber Saiuren und Basen der anderer reiner KiweiBkérper, 
d. h. sie folgt der Valenzregel. Das Casein unterscheidet sich ja von den 
meisten EiweiBkérpern dadurch, daB es durch Kochen, soweit wenigstens 
grobflockige Gerinnung in Frage kommt, nicht denaturiert wird. Bei 
der Milch wird py, die Pufferungskurve [Wurster und Riidiger (6)] 
und die Gefrierpunktserniedrigung [Grosser (7)] hierdurch fast garnicht 
verindert. DaB sich jedoch recht wichtige Verainderungen abspielen 
miissen, zeigen biologische Versuche an Stoffwechselpatienten von 
Kramer, Latzke und Shaw (8), in denen eine bedeutend herabgesetzte 
Ca- und N-Resorption nach dem Kochen festgestellt wurde. Zu dem- 
selben Ergebnis kommt Catel (9), der in Tierversuchen eine schlechtere 
Ausnutzung von Kiweif, Fett und Kohlenhydraten bei gleichzeitig 
geringerer Retention von Ca und P nach dem Kochen der Milch fand. 
Vielleicht kénnen diese Versuche durch die Untersuchungen von 
Grosser (7) erklart werden, der nachwies, daB nach dem Kochen der 
Kalk durch Ultramembranen weniger diffusibel wird. Bei der Frauen- 
milch wird bei starkerer Ca-Bindung auch mehr N und P,O, festgehalten, 
wihrend letztere bei der Kuhmilch unter geringerer Ca-Bindung fast 
unverindert bleiben. Es war in den folgenden Versuchen nun zu kliren, 
ob diese Bindung in einer echten Adsorption beruht, oder ob hier andere 
unbekannte Reaktionen eine Rolle spielen, durch die auch die ver- 
schiedene Ausnutzung in den Stoffwechselversuchen erklirt werden 
kann. 

Durch die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration lassen sich 
schon oft wichtige Riickschliisse darauf ziehen, ob in einer biologischen 
Fliissigkeit Umsetzungen vor sich gehen. Bei der Milch wird durch das 
Kochen der px nicht verandert, zwei Versuche seien hier angefiihrt. Es wurde 
vor und nach dem Kochen ein px von erstens 6,29, zweitens 6,39 gemessen 
(elektrometrisch mit dem Elektroionometer nach Liiers, Lautenschldger; 
ChinhydronmeBelektrode), so daB der Unterschied zwischen gekochter und 
ungekochter natiirlicher Milch bei Beriicksichtigung des px gering zu sein 
scheint. Setzt man jedoch CaCl, der Mileh zu, so wird der px durch das 
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Kochen verandert. Durch Reaktion mit den Phosphaten kommt es bei 
CaCl,-Zusatz zu einer Séuerung [Klinke (10)], und zwar steht die Wasser- 
stoffzahl, die bei diesen Versuchen eingezeichnet werden muB, im Exponen- 
tialverhaltnis zu der zugesetzten Salzmenge (Tabelle I). Hierbei wird 
aéuBerlich wahrnehmbar wenigstens das Casein nicht veradndert, erst nach 
dem Aufkochen kommt es von einer bestimmten Salzkonzentration an, 
die meist bei Zusatz von 8 Millimol CaCl, erreicht ist und je nach Eiweib- 
und Kalkgehalt der Milch sehr wechselt, zu vélliger Ausfallung. Gleich- 
zeitig wird bei Zusatz dieser Menge CaCl, der py betrachtlich verringert. der 
pu, der vor dem Kochen 6,13 bzw. 6,19 betrug, fallt nach dem Sieden 
von 15 Minuten Dauer auf 5,96 bzw. 6,01. DaB hier nicht eine Séure- 
faillung, sondern eine andere Reaktion vorliegt, beweist der Vergleich 
mit der Essigséurefillung, die unter Aufkochen vorgenommen wurde; hier 
tritt erst bei pu 5,28, bzw. 5,33, also fast im isoelektrischen Punkt des 
Caseins, véllige Ausfallung ein. 


Tabelle I. 


EinfluB des CaCl,-Zusatzes auf pa und cy roher Milch. 





Ca Cl,-Zusatz 


Millimol auf 1000 eem Mileh Pu CH 
1,41 6,30 5.0177 
2.82 6,26 559-7 
4,23 6,19 646-7 
5,64 6,93 933-7 
7,05 5,89 1,29-6 


Mit einer Verschiebung des isoelektrischen Punktes durch den 
verhaltnismaBig kleinen Salzzusatz kann die Ausfallung nicht erklart 
werden, denn der isoelektrische Punkt des Caseins liegt bei einem ganz 
anderen py-Bereich. Er wird von van Slyke und Baker (11) bei py 4,5 
bis 5,6, von Lebermann (12) bei pu 4,7, von Ylppé (13) bei py 4,6, 
von Whittier (14) bei px 5,2 angegeben. Da die fiir die Essigsiure- 
fallung unter Aufkochen gefundenen py-Werte noch innerhalb der fiir 
den isoelektrischen Punkt des Caseins geltenden Zahlen liegen, bei 
der CaCl,-Fallung jedoch ganz abweichende Ergebnisse gefunden 
wurden, so muB hier eine véllig andersartige Reaktion, die fiir die Kalk- 
flockung verantwortlich zu machen ist, vorliegen. 


Ist schon diese Erscheinung auffallig, so lassen sich auch deutliche 
Unterschiede in der Zustandsform des Caseins feststellen: Das Kalk- 
casein wird nach dem Kochen kleinkriimelig, bréckelig, waihrend sich 
das Saurecasein zu einer zihen, fadenziehenden, gummiartigen Masse 
umandert, die sich um den Riihrstab wickelt (Kochkase). 


Es muS8te nun untersucht werden, in welcher Art diese Umsetzungen 
vor sich gehen. Setzt man zu bestimmten Milchmengen steigende 
Mengen CaCl, und bestimmt, nachdem jede Milchprobe eine bestimmte 
Zeit gekocht und nachher ultrafiltriert wurde, den Ca-Gehalt des 
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Ultrafiltrats, so muB sich nachweisen lassen, ob die Ausfillung des 
Caseins durch Adsorption zu erkliren ist. Diese Annahme laiBt sich, 
wie weiter unten gezeigt wird, bestatigen. Die Bindung an das Casein 
erfolgt in einer typischen Adsorptionskurve, deren Sittigungspunkt 
der maximalen Ausfallung des Caseins entspricht. 


Methodik. 


Bei der Methode hielt ich mich an die schon an anderer Stelle, vor allem 
von Gyorgy (15) mitgeteilten Angaben, und bin hier besonders Herrn Dr. 
Klinke, der mich in die Anwendung der Ultrafiltration einfiihrte, zu groBem 
Danke verpflichtet. 


Es wurden die Versuche mit einzelnen Portionen von 150 ecem Mager- 
milch ausgefiihrt, denen steigende Mengen Calciumchlorid zugesetzt wurden. 
Sie wurden darauf entweder im Wasserbad von 100° !/, Stunde lang 
am RiickfluBkiihler erhitzt, oder die Milch 
wurde direkt gekocht, wobei durch Auf- — *% 
legen eines Deckels und nachherigen Wieder- | 
ersatz des verkochten Wassers der Wasser- 
verlust, der meist etwa 6°, betrug, ausgeglichen 
wurde. Beim direkten Kochen trat eine bessere. 
grobflockigere Gerinnung ein. Die darauf- 
folgende Ultrafiltration der einzelnen Milch- 
anteile wurde nacheinander mit 60 ccm Milch 
durch dieselbe Ultramembran, die aus 6”, 
Eisessigkollodium (Schering-Kahlbaum, Berlin) 
hergestellt war, unter 2!'/, bis 3 Atm. Uber- 
druck vorgenommen, wobei darauf geachtet 





wurde, daB der Verdunstungsfehler méglichst a 2 oe 2 Sw 
ausgeschaltet blieb. Nach Ablassen einer bei Abb. 1 

jeder Portion gleichen Menge Ultrafiltrat wurde Ca-Adsorptionskarve. 
in 6cem das Calcium nach Kramer-Tisdall, Abszisse: Caleciumzugabe 
das Chlor nach T'schopp, das Phosphat nach Ordinate: Zahlen links Ca- 


Zunahme der Gesamtmilch 
(Kurve 1), Zahlen reehts 
‘ : . Ca-Zunahme des Ultra- 
In den mitgeteilten Tabellen I] und ITI filtrats (Kurve 2). Kurve 3 


und der Abb. 1 ist deutlich der kurven- Phosphat als P. 

. y P ‘ : Alles in Millimol/Lite: 
maBige Verlauf der Ca-Bindung ersichtlich, 
bei der unter Zusatz von linearen Mengen CaCl, die Bindung mit 
steigenden Konzentrationen unverhaltnismaBig starker verliuft, bis 
die Kurve bei der starksten Kriimmung, die der Sattigung an Ca 
entspricht, geradlinig weitergeht. Unterbleibt das Kochen, so laBbt 
sich keinerlei adsorptionsmaBige Bindung feststellen, das Kochen 
spielt also fiir das Zustandekommen der Adsorptionskurve die 
entscheidende Rolle. Auch findet bei der Milch bei direktem 
Kochen eine stairkere Adsorption statt als bei bloBem Erhitzen im 
Wasserbad. 


Lohmann-J endrassik bestimmt. 
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Tabelle Il. 
Adsorption von Ca an das Casein. Kochdauer 15 Minuten. Adsorbie:t 
wurde bei Nr. 2 0,24, Nr. 3 2,04, Nr. 4 3,45. Alle Zahlen in Millimo! 
im Liter. Gesamt-Ca = 25,6 Millimol /Liter. 








Nr. y On Cle Zaeats des Ultratiltrats | Phosphat als P 
1 5,32 5,32 3,99 
2 6,88 6,64 4,32 
3 9,14 7,10 4,27 
d 10,70 7,25 4,00 
5 12,26 ; 3,85 
6 13,82 — 3,32 
T'abelle Ill, 
Wie Tabelle II. Gesamt-Ca = 22,8 Millimol/Liter. von 
des 
4,36 4,36 3,28 18,9 ‘nie 
2 | 6,10 6,07 0,03 4,12 23,2 wan 
3 | 7.84 6.90 0,94 3,99 26,4 Joh 
4 9,58 7,58 2,00 3,82 29,4 sorp 
5 11,32 7,63 3,69 3,17 31,6 tem 
6 13,06 8,78 4,28 3,11 38,0 herg 
7 14,80 9,89 4,91 2,97 47,0 fiir 
s1e 2 
Die Phosphate scheinen sich an der Reaktion wenig zu beteiligen: pant 


nach anfinglich geringem Anstieg sinken sie bald wieder gleichmaBig Bezi 
ab oder bleiben auf gleicher Héhe. Es scheint also nicht eine Aus- : 


: : s aie ; dure 
tauschadsorption vorzuliegen. Chlor wird stirker diffusibel, aber die heal 
Adsorptionskurve beschreibt auch denselben Bogen wie das Ca. pe 


Es findet also eine von dem isoelektrischen Punkt des Caseins 
weitgehend unabhangige Ausfaillung statt, die in einer Adsorption 
von Calcium beruht. Durch das Kochen wird das Kolloid soweit in- Ei 


stabilisiert, daB es zur Ausfaillung kommt. = 
DaB das Casein die entscheidende Rolle bei der Reaktion spielt, zeigt 
ein Kontrollversuch mit Labmolke: zu Labmolke, die durch Zusatz von 
20g Pegnin (I. G. Farbenindustrie, Leverkusen) auf 1 Liter Magermilch jad 
a-Gr 


hergestellt war, wurde wie bei der Magermilch in steigenden Mengen CaCl, 
zugesetzt und aufgekocht. Hier steigt der Ca-Gehalt des Ultrafiltrats 
linear an. Allerdings divergieren die Kurven etwas, ein Befund, der sich 
nicht leicht deuten laBt (Abb. 2. Tabelle TV). Frey 
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Tabelle 1V. ” ‘ 

‘ . ° lec 1} 
Versuch mit Molke. Kochdauer 15 Min. 0 Ps 
Gesamt-Ca der Milch 22,3 Millimol, ral ,| 

2 “WD: rs . 8 | > ott 
der Molke 6,74 Millimol/Liter. Hier- | | 
von diffusibel 4,97 Millimol. react r—4 
Ca-Gehalt +| | 
rt a ere a-Geha 
Nr. || CaCl,-Zusatz | des Ultratiltrats al 
1 4,97 st wae eS 8 
2 1,12 5,85 Alm. 2. 
‘ : Verlauf der Ca-Bindung bei der 
3 2,24 6,49 Labmolke. Abszisse: Ca-Zusatz. 
2 22 7 Ordinate: Gehalt der Molke an 
4 3.36 7,39 Ca (Kurve 1), Ca-Gehalt des 
5 4.48 8.22 Ultrafiltrats (Kurve 2). Alles in 


Millimol/Liter. 


Bei dem Versuch, diese Adsorptionsgleichgewichte der Formel 
von Freundlich anzugleichen, fand sich, daB sie ihr nur sehr begrenzt 
geniigen. Der Grund hierfiir mag darin liegen, daB die Gleichung nur 
fiir begrenzte Konzentrationsbereiche gilt, hier jedoch zur Ausschaltung 
des methodischen Fehlers recht groBe Unterschiede genommen werden 
miissen, oder daB durch das Kochen die Adsorptionsverhaltnisse andere 
werden. Vielleicht lassen sich diese Erscheinungen mit den von 
John H. Joe (16) dargestellten vergleichen. Er gibt an, daB die Ad- 
sorption von arseniger Saiure an Kisenhydroxyd je nach der Herstellungs- 
temperatur des Adsorbens eine verschiedene ist. Fiir bei 0 bis 25° 
hergestellte Hydroxyde besteht die Gleichung der Adsorptionsisotherme, 
fiir 50° wird die logarithmische Kurve konvex, fiir 75 bis 100° biegt 
sie zu einer konkaven um. Auch bei diesen Versuchen ist die logarith- 
mische Kurve der Ca-Adsorption konkav, eine Erscheinung, die vielleicht 
durch die hohe Temperatur zu erkliren ist. Auch noch in anderer 
Beziehung zeigen sich gewisse Ubereinstimmungen: Joe gibt an, dab 
durch langeres Kochen die Adsorptionsfihigkeit des Hydroxyds sehr 
beeintrachtigt wird, derselbe Befund, der nach den Grosserschen Zahlen 
die auch von mir bestatigt werden konnten, zu erheben ist (s. Tab. V). 


Tabelle V. 


EinfluB der Kochzeit auf den Ca-Gehalt des Ultrafiltrats nach Grosser. 





Kochzeit 


0 Min. 5 Min. 15 Min. 30 Min. 


Ca-Gehalt im Ultrafiltrat. . . . 0,0411 0,0342 0,0317 0,0409 


Durch Kochen mit Saponin wird das Calcium im Sinne des von 
Frey (21) angegebenen Versuchs nicht verdringt. Ob die bei der Lab- 
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molke erhobenen Befunde an eine lineare Adsorptionsisotherme an 
ein unbekanntes Adsorbens analog der Adsorption von Argon und 
Kohlensiure an Kieselsiure [Adlberer (17)] denken lassen, ist hier 
nicht zu entscheiden. 

Durch diese Untersuchungen laBt sich auch eine Erklirung fir 
die von Marui (18) mitgeteilten Beobachtungen finden. Marui glaubt 
die Tatsache, daB gekochte Milch auf Labzusatz nicht gerinnt, nicht in 
einer Verainderung des Caseins durch den Kochproze6 erkliren zu 
miissen. Die Begriindung fiir diese Annahme sucht er darin, daB bei 
kiinstlichen Caseinlésungen, die aus Casein und Phosphat bestehen, 
denen das Calcium aber erst nach dem Kochen zugesetzt wird, sich bei 
der Dialyse keine Veranderung in dem Verhaltnis indiffusiblen/dif- 
fusiblen Calciums feststellen laBt gegeniiber der ungekochten Casein- 
lésung, daB also keine Ca-Bindung durch das Kochen stattfindet. 
Bei natiirlicher Milch besteht allerdings auch hier ein deutlicher Unter- 
schied, der auf eine Ca-Bindung schlieBen ]4Bt. Wie wichtig jedoch die 
Konzentration an Ca-lonen ist, zeigt folgender Versuch: Entzieht 
man der Milch durch Dialyse etwa die Halfte des Kalks, so tritt bei 
nachfolgendem Labzusatz auch hier keine Gerinnung auf. Es scheint 
also doch der geringen durch das Kochen vom Casein adsorbierten 
Ca-Menge eine grobe Bedeutung zuzukommen. 


Tabelle VII. 


Spezifische Fallungskraft der Kationen bei Aufkochen. Zusatz in Kubik- 
zentimeter von 1n/10 Lésungen, bei KCl und NaCl von m/5 Lésungen zu 
10cem roher Milch. Danach Aufkochen. 





03 04 |) 05 | 


CaCl,-Zusatz . . 0,2 0,6 | 0,7 0,8 
yerinnung . — _ (+) oo + | ++) +4 
BaCly-Zusatz . . . 0,5 0.6 0,7 08 | 09 | 10) 141 
Gerinnung . .. . i — (+) + + ++) te | +t 
MgCl,-Zusatz. ..... 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 
Geriunung — (+) + 4+. ++ 4+ 44 
MCi-Zewls. ...-..-s% Keine Gerinnung 

NeCi-Zussts ...... Keine Gerinnung 


Der Nachweis hierfiir 148t sich in den Versuchen, die in den Ta- 
bellen V und VI zusammengestellt sind, erbringen. Denn setzt man 
nach dem Kochen eine dem adsorbierten Ca etwa entsprechende Menge 
CaCl, wieder hinzu, so tritt normale Gerinnung ein. 

Marui wies nach, daB die Gerinnung durch Lab von zweiwertigen 
Kationen in der Reihenfolge Ca — Ba > Mg beschleunigt wird, wihrend 
einwertige Ionen ohne Einwirkung bleiben. Er ging von der Tatsache 
aus, daB bei Verdiinnen der Milch auf das Zehnfache die Ca-lonenkonzen- 
tration so gering wird, daB keine Gerinnung mehr einsetzt, und be- 





72 K. Ballowitz: 


stimmte unter Labzusatz die Salzkonzentration einzelner Metallchloride, 
bei der die Gerinnung wieder beginnt und bei der sich diese Reihenfolge 
ergibt. Wiederholt man den Versuch mit anderer aufgekochter Milch, 
so ergibt sich dieselbe Reihenfolge. Es ist nun von groBer Wichtigkeit, 
daB sich dieselbe GesetzmaBigkeit bei Zusatz und nachfolgendem Auf- 
kochen der Milch in der spezifisch fallenden Wirkung der Kationen 
nachweisen 1iBt. 

Die Versuchsanordnung, die in den Tabellen VI und VII zusammen- 
gefaBt ist, gestaltete sich folgendermaBen: Von 1'/, Liter Magermilch wurde 
die Halfte am Riickflufkihler '/, Stunde gekocht und nach Abkiihlen jn 
Reihen von Reagensglisern hiervon 20 cem abpipettiert. Hierzu wurden 
steigende Mengen m/10 Lésungen von CaCl, BaCl,, MgCl, und m/5 KC! 
und NaCl gegeben und nach Zusatz von 0,1 g Pegnin in bestimmten Zeit- 
abstinden der Gerinnungsverlauf beobachtet. Aus der Zusammenstellung 
ist deutlich die Kationenreihenfolge ersichtlich. Zur Kontrolle wurde eine 
Probe gekochter und ungekochter Milch mit Pegnin versetzt. Hier muB 
auf die wichtige Tatsache hingeweisen werden, das bei héherem CaCl,- 
Zusatz die gekochte Milch sogar vor der ungekochten gerinnt, daB also in 
seinem Gerinnungsvermégen das gekochte Casein sich nicht von dem un- 
gekochten unterscheidet, bei dem die Gerinnung auch durch Ca-Zusatz 
beschleunigt wird. 

Von den héheren Konzentrationen geht die Gerinnung zu den 
geringeren immer langsamer vor sich, bis sie von einer bestimmten 
Salzkonzentration an nicht mehr nachgewiesen werden kann. Beim 
Calcium entspricht diese Konzentration etwa der Menge, die durch 
das Casein adsorbiert worden ist! DaB die Mengenverhiltnisse nicht 
vollkommen iibereinstimmen, 1iBt sich vielleicht in der Unvollkommen- 
heit der Methode er“ laren und auch darin, daB der Zusatz zu der Milch 
nur als Chiorid erfolgte, in der Milch sich jedoch noch ein Gemisch 
anderer an der Umsetzung teilnehmender Ca-Salze befindet. Bei 
Zusatz eines ahnlichen Gemisches nach dem Kochen wiirde die 
Schwellenkonzentration der Labwirkung vielleicht noch geringer sein. 

Durch das Kochen wird das Casein also nur gering verandert, die 
Zustandsainderung besteht lediglich, was eingangs sicher nachgewiesen 
werden konnte, in einer Adsorption von Ca-lonen. Bei Wiederersatz 
dieser Ca-Menge ist die Labfaihigkeit des Caseins wieder normal. 

Der zweite Teil der Versuchsreihen (Tabelle VII) wurde mit dem anderen 
ungekochten Teil der Milch vorgenommen. 10 ccm dieser Milch wurden in 
einzelnen Portionen mit steigendem Zusatz m/10 Lésungen von CaCl, 
BaCl,, MgCl, und m/5 Lésungen von KCl und NaCl versetzt und auf- 
gekocht. Die Reihenfolge der spezifisch faillenden Kraft ist dieselbe wie bei 
der Labgerinnung. 


Wie der Vergleich der Ergebnisse der Labgerinnungsversuche 
vor und nach dem Kochen und der der Ausflockungsversuche zeigt, 
besteht véllige Ubereinstimmung iiber die Beeinflussung dieser Prozesse 
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durch Salze. In dieser Bezichung unterscheidet sich die Hitzegerinnung 
von der Labgerinnung nicht. Zur Erklirung kann man anfiihren, 
daB durch den Salzzusatz das kolloidale Phosphat-Calciumsystem 
geindert wird, wodurch es zur Ausflockung des als Schutzkolloid 
dienenden Caseins kommt (Marui). Hierbei wire die bei dem Calcium 
gezeigte Adsorption nur ein sekundarer Vorgang. 

Ich glaube eher, daB die Adsorption positiver lonen an das negative 
Kolloid zu dessen Entladung und damit Ausflockung fiihrt, die durch 
Kochen oder Labzusatz besonders begiinstigt wird. Dieser Vorgang 
ist also als primar anzusehen. 

Uber die Art der Adsorption kann eine sichere Aussage nicht ge- 
macht werden, jedoch ist als wahrscheinlich anzusehen, daB eine hydro- 
lytische Adsorption vorliegt. Die Berechtigung zu dieser Annahme 
lat sich aus der vélligen Ubereinstimmung mit ahnlichen Adsorptions- 
vorgingen an Kohle herleiten. Hierfiir wiirde die hohe Adsorptions- 
temperatur sprechen, bei der es zu einer starkeren Hydrolyse des 
Salzes kommt, die die Adsorption erméglicht, ferner die  starkere 
Diffusibilitat des Chlors, die die Saiuerung der Milch nach Salzzusatz 
allein durch das Kochen erklirt. LaBt man Kochsalz unter Aufkochen 
an Kohle adsorbieren, so kénnen dieselben Beobachtungen gemacht 
werden. (Michaelis und Rona (19).| In Ubereinstimmung mit diesen 
Untersuchungsergebnissen steht, daB das Phosphat an der Reaktion 
so wenig beteiligt ist, ferner die véllige Unabhagigkeit dieser Salz- 
flockung vom isoelektrischen Punkt des Caseins gegeniiber der gleich- 
artigen Hitzefillung bei Essigsiurezusatz. 

Ein Aussalzungsvorgang kommt durch die geringe Salzkonzen- 
tration nicht in Betracht. 

Noch in anderer Beziehung lassen sich die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen verwerten. Es ist méglich, hiermit die verschiedene Aus- 
nutzung der Milch in den Stoffwechselversuchen zu deuten. Bei 
Jangerem Milchgenu8 kommt es auch beim Erwachsenen zu einer 
betrichtlichen Produktion von Labferment in den Magen, dessen 
Wirkung jedoch zum mindesten sehr abgeschwicht werden muB, wenn 
durch das Kochen die Labungsfihigkeit der Milch aufgehoben ist. 
In der Sauglingsernihrung ist es eine bekannte Tatsache, daB bei 
Erbrechen kurz nach der Nahrungsaufnahme die gekochte Milch 
klumpiger geronnen ist, manchmal auch garnicht gerinnt, wihrend bei 
Verabfolgung von frischer Milch das Casein feinflockig koaguliert 
erscheint. Wenn man beriicksichtigt, daB die Salzsiureproduktion 
in den Mageninhalt bei dem Sfugling sehr gering ist [eq — 10-° 
beim Saugling gegeniiber ¢y = 1,7 . 10-* beim Erwachsenen, Eggert (20)] 
und beidem starken Pufferungsvermégen der Milch zur Saurekoagulation 
des Caseins eine groBe Saiuremenge erforderlich ist, so erscheint der 











74 K. Ballowitz: Adsorption von Ca’ an das Casein der Milch. 


Hinweis auf diese Tatsache berechtigt. In Stoffwechselversuchen, bei 
denen der Milch nach dem Aufkochen eine entsprechende Menge CaCl, 
zugesetzt wird, muB sich nachweisen lassen, ob diese Uberlegung zu 
Recht besteht und ob es dann zu einer besseren Ausnutzung der Milch 
nach dem Kochen kommt. Hieriiber soll in kurzem an gleicher Stelle 
berichtet werden. 

Zusammenfassung. 


1. Durch Kochen verandert sich das py der Milch nicht, wahrend 
nach Zusatz von CaCl, eine betrichtliche Differenz vor und nach dem 
Kochen besteht. 

2. Die Ausfallung des Caseins bei CaCl,-Zusatz und nachfolgendem 
Aufkochen erfolgt bei py 5,95 bis 6,05 weit auBerhalb des isoelektrischen 
Punktes. 

3. Durch das Kochen findet eine betrachtliche Adsorption von 
Calcium an das Casein statt, deren Sattigungspunkt mit der maximalen 
Ausfaillung des Caseins zusammenfiallt. 

4. Hierin ist die Ursache fiir die Aufhebung der Labwirkung nach 
dem Kochen zu suchen. Fiigt man eine dem adsorbierten Ca etwa 
entsprechende Menge CaCl, der Milch nach dem Kochen zu, so erfolgt 
wieder normale Labgerinnung. Erklirung fiir die schlechtere Aus- 
nutzung gekochter Milch in Stoffwechselversuchen. 

5. Die zweiwertigen Kationen beschleunigen in der Reihenfolge 
Ca >Ba>Mg die Labgerinnung vor und nach dem Kochen, in Uberein- 
stimmung hierzu steht ihre spezifisch fillende Kraft auf das Casein. 
Durch K und Na 1aBt sich in allen Versuchen keinerlei Einwirkung 
nachweisen. 
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Uber die Bindung der Biokolloide. 


XIII. Mitteilung: 


Untersuchungen tiber Zwei- und Drei- Komponentensysteme. 


Von 
St. J. von Przylecki und M. L. Grynberg. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 6. Oktober 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In diesem Teil beabsichtigen wir die Resultate unserer Experimente, 
die uber die Bindung zwischen Ovalbumingel und verschiedenen EiweiB- 
solen (Hamoglobin, Serumalbumin, Ovalbumin, Glutin) oder Caseingel 
und denselben EiweiBsolen bei verschiedenen px, sowie tiber den EinfluB 
verschiedener Zusitze (Polysaccharide, Nucleoside, Salze) auf die 
E.-—E.-Bindung! und iiber den EinfluB, welchen die E.-Sole auf die 
Bindung E.--K. (Kohlenhydrat) oder E.-—-N. (Nucleoside) ausiiben, 
mitzuteilen. Gleichzeitig werden Systeme, wo die drei anwesenden 
Kolloide in Bindung treten und somit Dreikomponentensysteme bilden, 
untersucht. 


Methodik. 


Es wurde eine Ovalbuminlésung Merck, wie im vorherigen ‘Teil ®, 
bereitet und wie gewohnlich bei pr 4,75 koaguliert. Das Gel wurde mit 
achtfacher Wassermenge (dest.) gewaschen und mit dest. Wasser auf 
Ausgangsvolumen gebracht. 

Das Haimoglobin wurde nach Hammarsten im Institut bereitet. Man 
stellte eine 9,8 Sig. Lésung hor, die filtriert wurde. Das px der Lésung war 5,8. 
Die Endkonzentration des Hb. war 0,2°%. Das nach Zaleski® bereitete 
Hamin stammte aus dem Institut fiir pharmazeutische Chemie. Es war in 
NaOH gelést. Das pu der Lésung war 9,6. Die Gelatine Coignet et Co., Paris. 
wurde als 4%ig. Lésung bereitet, die man vor der Anwendung verdiinnte 


EK. = EiweiB, Ov. = Ovalbumin, Hb. = Hamoglobin usw. 
2 St. v. Przylecki u. M.Grynberg, diese Zeitschr. 251, 288, 1932. 
8 Wir danken Herrn Dr. Lindenfeld fiir die freundliche Bereitung. 
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(px = 5,8). Die Amylose und das Amylopektin wurden nach der Vorschrift 
von v. Przylecki und Dobrowolska bereitet. Das Casein stammte von Merck 
(lésliches Casein). Es wurde als Suspension (1 g in 10 cem H,O) angewandt. 
Das Nucleosid war im Institut bereitet. 

Die Experimente wurden folgenderweise ausgefiihrt: Zu 20 cem 
3° ig. Ovalbuminsuspension, die in Erlenmeyer-Kolben eingefiihrt wurde, 
setzte man verschiedene Lésungen zu, mischte und schiittelte oder lie 
in Ruhe 2, 4, ..., 24 Stunden stehen. Am Ende des Experimentes filtrierte 
man und bestimmte die zugesetzten Substanzen entweder kolorimetrisch 
(Hamoglobin) oder analytisch (N nach Parnas- Wagner, beim E.-Sol oder Hb., 
Glucose bei Amylose oder Amylopektin und Nucleosid, P beim Amzylo- 
pektin). 

Das pH wurde durch NaOH oder HCl geandert. Die Lauge und Saéure 
wurde entweder zur Suspension oder zu der in Lésung anwesenden Sub- 
stanz zugesetzt. Auch die Salze, die eingefiihrt waren, wurden entweder 
zur Suspension oder in die Lésung eingefiihrt. 

Alle angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus vier bis sechs Be- 
stimmungen. 

Experimenteller Teil. 
A. Zwei- Komponentensysteme, 
I. Ovalbuminsuspension— Hamoglobin. 

In allen Versuchen wurden 20 ccm 3% ige Ov.-Suspension -}+ 20 ecm 
0,04%iges Hb. oder 20 com H,O + 20 ccm 0,4%iges Hb. bereitet. 

1. EinfluB von py. In diesen Untersuchungen wurde das Ovalbumin 
durch HCl oder NaOH auf verschiedene px gebracht. Die Systeme 
wurden entweder 1 Stunde geschiittelt oder 24 Stunden stehengelassen. 

Die Tabelle I und Abb. 2 zeigen, daB groBe Mengen des Hb. durch 
die Suspension gebunden waren. Die Kurve zeigt ein Minimum bei 
pu 5,85 bei demjenigen py, das zwischen den I. (isoelektrischer Punkt) 
des Ov. (pu = 4,8) und des Hb. (py = 6,7) liegt. In beiden Richtungen 
von dem Minimum befinden sich zwei Maxima, das eine bei px 3, das 
zweite bei 7,0. Bei héherem oder niedrigerem py erfolgt eine Ver- 
minderung der Bindung. 

Tabelle I. 
EinfluB von px auf die Bindung Ov. mit Hb. 





Gebundene Menge in °/o. 
HCl oder NaOH wurde zugesetzt zum 





<a oscar” 1 Std. geschiittelt ., Hb. 
24 Std. stehen 24 Std. stehen 

1,3 60 67 —- 

2,2 72 ~ — 

3,0 78 85 50 
48 | 63 _ ~ 

5.85 50 50 _~ 

7,0 70 74 60 


8.6 50 67 17 
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2. KinfluB der Zeit. Die oben angegebenen Systeme wurden nach 
verschieden langem Stehen filtriert und das Hb. kolorimetrisch bestimmt. 
Die Abb. 1 zeigt, daB das Gleichgewicht sich nicht schnell einstellt. 
Es wird erst nach 6 Stunden erreicht. Nach 30 Minuten ist ungefahr 
die Halfte der im Gleichgewicht bestehenden 
Bindung nachgewiesen, nach 2 Stunden & 
76,2 %. r 

3. Vergleich der Bindung mit den zwei 4s} 
Methoden. Um uns von der Natur der ge- 
bundenen Substanz zu iiberzeugen, wurden 
Experimente, in welchen der Prozentsatz an ~*~) 
gebundenem Hamoglobin sowohl kolorimetrisch 
als auch durch Bestimmung des in der Lésung | 
gebliebenen N ermittelt wurde, ausgefiihrt. | 





Nur bei pu 3,0 wurden mit diesen zwei 555-5 4 = 
Methoden verschiedene Resultate erhalten Zeit in Stunden 
(Tabelle Il), und zwar gab die Kolorimetrie —_* 

gréBere Werte. In denjenigen Experimenten, wo nach der kolori- 
metrischen Bestimmung 65,2°, Hb. gebunden waren, waren nach der 
N-Bestimmungsmethode nur 56°, gebunden. Diese Erscheinung 
wird durch die Dissoziation des Hb. hervorgerufen. 


Tabelle II. 





Gebundene Menge 


von Hb. in °/9 bestimmt mittels 
PH a 

Kolorimetrie N-Bestimmung 
3.0 65 56 
5.8 50 50 
7,0 82.8 81.4 


4. EinfluB der Salz. Es wurden verschiedene HCl- oder NaOQH- 
Mengen, um py 3,0, 7,0 oder 8,6 zu erhalten, zugesetzt. In einem Teil 
der Versuche war die Siure oder Lauge zum Ov., in dem anderen zum Hb. 
zugesetzt. AuBerdem waren verschiedene Salzkonzentrationen, und zwar 
von NaCl, KCl, MgCl,, CaCl, MgSO, und Na,SO, zu der Ov.-Suspen- 
sion oder Hb.-Lésung zugesetzt. In allen Fallen war sowohl das totale 
Volumen als auch Hb.- und Ov.-Konzentration nicht geandert. 

a) Die erhaltenen Resultate (Tabelle 111) zeigen, daB die Bindung 
stark davon abhangt, ob die HCl oder NaOH zum Ov. oder zum Hb. 
zugesetzt wurde. Bei px 3 sind im ersten Fall 80 bis 82°, in dem zweiten 
nur 50°, des Hb. gebunden. Bei py 7.0 werden im ersten Falle 70%, 
in dem zweiten 60°, und bei px 8,6 in dem ersten Fall 50, in dem 


zweiten nur 17%, gebunden. 
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Tabelle II. 
Einflu®B der Salze auf die Bindung Ov.—Hb. Gebundene Hb.-Menge in 








Prozent. 
DH 3,0 Pu 5.8 pu 7,0 pu 8,6 
Zugesetztes | Salzkon- yy, cl | HCl | ohne | NaOH zum Ov. NaOH NaOH| NaOH 
Salz Saeareoe zum zum po 0 vet “aoe sone som ao 
Ov. Hb. Zusatz Salzzusatz Hb. Oy. Hb. 
0 0 81 51 56 72 70 60 50 17 
NaCl 0,025 61 36 27 36 38 63 35 61 
0,95 50 32 14 80 36 59 34 76 
0,10 42 30 13 22 34 58 35 74 
0,25 28 26 10 17 30 54 36 69 
KCl 0,025 60 37 _ 38 
0,05 52 31 — 33 
0,10 43 27 — | 21 
0,25 27 24 — 18 
Mg Cl, 0,002 — = 80 — — — 
0,005 -- —_ 20 37 50 89 
0.01 —_ _- 14 31 48 87 
0,02 —; — 10 || 27 47 88 
0,05 — — 8 -- 46 _- 
Ca Cly 0,905 61 38 -- 46 49 61 48 85 
0,01 50 36 _ 41 48 58 47 83 
0,02 46 35 —~ 36 ~ 57 46 82 
0,05 27 41 — 36 40 54 43 80 
Nay SO* 0.092 — -- 17 | — - _ ~- - 
0,005 73 37 9 | 50 50 66 36 0 
0,91 75 45 9 | 48 47 5D 37 40 
0,02 77 52 8 41 42 50 38 70 
0,05 80 81 9 30 32 45 37 75 
Mg S04 0,002 -- — 17 cs _— — — — 
0,005 68 35 10 59 50 60 46 80 
001 70 37 9 43 48 55 43 78 
0,92 72 39 8 49 46 53 43 75 
0,05 76 64 8 35 41 49 40 74 


b) In demjenigen Falle, wo die Siure oder Lauge zum Ov. zu- 
gesetzt war, vermindern alle Salze die gebundene Hb.-Menge. Der EinfluB 
der Salze ist vom py und der lonenwertigkeit abhangig, und zwar 
wirken bei px 3 diejenigen Salze, die ein zweiwertiges Kation und ein- 
wertiges Anion enthalten, am starksten. In einer 0,05 mol. CaCl,- 
Lésung werden nur 27 % des anwesenden Hb. gebunden. Viel schwacher 
wirkt das einwertige Ionen enthaltende NaCl und KCl. In einer 
0,1 mol. Lésung werden 42 bis 43° gebunden. Noch 27°%, werden in 
einer 0,25 mol. Lésung gebunden. Die Wirkung von MgSQ, ist sehr 
gering. In diesem Falle sehen wir eine Verminderung der Bindung bei 
kleinen Konzentrationen, bei héheren steigt die Bindungsfahigkeit. 
Noch ausgepragter ist diese Erscheinung bei Na,SO,. Der Abfall der 
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Bindung bei kleinen Konzentrationen ist viel geringer. Schon in der 
0,05 mol. Lésung werden wieder 80°, des Hb. gebunden. 

Bei px 7,0 erniedrigen alle Salze die Bindung Ov.—Hb. Zwei 
Serien von Versuchen wurden hier ausgefiihrt. In einem Fall wurden 
die Salze nach der NaOH-Zugabe eingefiihrt, in dem zweiten vor 
derselben. In dem ersten Fall ist tiberall eine starkere Verminderung 
durch Salzzusatz beobachtet worden als bei dem zweiten. In den Ver- 
suchen der ersten Reihe erniedrigt merkwiirdigerweise bei diesem py 
das NaCl oder KCl am starksten. In einer 0,1 n KCl-Lésung werden 
nur 17% Hb. gebunden. Das MgCl, wirkt starker als CaCl,. In einer 
0,02 mol. MgCl,-Lésung werden 27°%,, in einer gleichen CaCl,-Léosung 
noch 36% gebunden. Auch hier vermindern das Na,SO, und MgSO, 
am wenigsten (0,02 mol. « — 40%). 

In der zweiten Versuchsreihe wirkt NaCl viel schwacher. In 
einer 0,1 n Lésung werden noch 34% gebunden. Bei CaCl, MgSO, 
und Na, SO, sind aber fast keine Unterschiede zwischen den Systemen, 
wo die Salze vor oder nach der Lauge eingefiihrt waren, konstatiert. 

Bei pu 8,6 waren die Salze nur nach der NaOQH-Zugabe eingefiihrt. 
Bei diesem py wirken die Salze viel schwicher. Die stirkste Wirkung 
ist bei NaCl konstatiert worden, dann bei Na,SO, << MgSO,. MgCl, 
und CaCl, tiben bei kleinen Konzentrationen fast keine Wirkung aus. 
In gréBeren ist die Wirkung sehr schwach. 

c) Die Versuche, in denen HCl oder NaOH zum Hb. zugesetzt 
war, zeigten einen ganz anderen EinfluB der Salze auf die Bindung 
Ov.—Hb. 

Bei px 3,0 erniedrigten hohe NaCl- und KCl-Konzentrationen 
im Vergleich mit der Kontrolle die Bindung viel schwacher als im 
ersten Typus (HCl zugesetzt zum Ov.). Dagegen geben kleine 
Konzentrationen (0,025n) viel gréBere Bindungsverminderungen. Bei 
0,25n KCl oder NaCl wird dieselbe Hb.-Menge mit Ov., unabhangig 
von der Art der ,,Pufferung’*, gebunden. Bei CaCl, erniedrigen kleine 
Konzentrationen stairker als die gréBeren. Im allgemeinen ist die 
Wirkung gering. MgSO, wirkt in kleinen Konzentrationen (0,05 mol.) 
entbindend, bei gréBeren vergréBert es die gebundene Menge. Noch 
mehr verstarkend wirkt Na,SO,, bei 0,05 mol. Konzentration ist die 
Bindung so groB wie bei den Kontrollsystemen, wo die Saéure zum 
Ovalbumin zugesetzt wurde. Na,SO, und MgSO, von einer Konzen- 
tration an begiinstigt die Bindung, wobei NaCl am schwachsten wirkt. 
Am starksten wirkt Na,SQ,. 

Bei px 8,6 erhéhen alle Salze die Bindung. Am_ starksten 
wirken CaCl, und MgCL, dann MgSQ,._ Bei allen diesen Salzen 
liegt das Maximum der Bindung bei sehr kleinen Elektrolytkonzen- 
trationen (0,005 mol.). Bei NaCl-Anwesenheit wirken am starksten 





SU St. J. von Przylecki u. M. L. Grynberg: 


die Konzentrationen von 0,05 bis 0,ln. Ganz anders verhalt sich 
Na,SO,. Die 0,005 mol. Lésung ruft eine totale Entbindung hervor. 
Die ganze Hb.-Menge ist frei, dann steigt die Bindung rapid, und bei 
0,05 mol. werden schon 75% wieder gebunden. 

d) Besondere Versuche wurden bei py 5,8, also in dem Gebiet, 
wo das Ov. schon oberhalb des I. und das Hb. noch unterhalb seines I. 
war. Beidiesem py wurde eine sehr starke Salzwirkung, und zwar der- 
jenigen Salze, die zweiwertige Anionen oder Kationen besitzen, beob- 
achtet. 

Die bindungshindernde Wirkung der Salze ist nach der Reihe Na, SO, 

-MgSO, > MgCl, > NaCl konstatiert worden. Ein Abfall der 

Bindung von 56 auf 10°, wurde bei 0,25 mol. NaCl, 0,02 mol. MgCl,, 
0,005 mol. MgSO, und < 0,005 mol. Na,SO, beobachtet. 

e) Die Reversibilitat der Bindung. Besondere Experimente wurden 
ausgefiihrt, wobei die Salze nach der erfolgten Bindung zugesetzt 
waren. Folgende Versuche wurden bei px 7,0 ausgefiihrt. 





Nach 6 Std. Nach 24 Std. 


NaOH zum Ov. zugesetzt. 
1. 15 cem 3% ig. Ov. + 10 ecm 


05°. ig. Hb. + 5cemH,O. . | 5ceem H,O % Ub. gebunden 60 
2. 15¢eem 3 % ig. Ov. + 10 cem 

0,5 °4ig. Hb. + 5ceemH,O. . 5 , OL mol. MgCl |% , ‘ 26 
3. 15 cem 3 Gig. Ov. + 10 cem 

0,5 °, ig. Hb. +5cemH,O. . 5 , O1 , MgSO, % , » 27 
4. 15 cem 3% ig. Ov. + 10 cem 

0,5 ° ig. Hb.+5cemMgCl,. 5 , H,O . a - 25 
5. 15 cem 3°. ig. Ov. + 10 cem 

0,5 %ig. Hb. + 5cem MgSO* 5 , HO . n 27 


NaOH zum Hb. zugesetzt. 
6. 15 ecm 3 °, ig. Ov. + 10 cem 


0,5 Sig. Hb. + 5eemH,O. . 5SeemH,O , a = 50 
7. 15cem 3°, ig. Ov. + 10cem 
05°, ig. Hb. + 5cemH,0.. 5 , MgS0o* _ . 29 


8. 15 ecem 3 °, ig. Ov. + 10 cem 
0,5 °Sig. Hb. + 5 cem 0,1 mol. 


Mg sot eo ax a 


Diese Experimente zeigen klar, daB nicht nur eine Veranderung 
des Gleichgewichts Geb./Frei im Falle, wo die Salze am Anfang des 
Versuchs, sondern auch da, wo das Salz nach der Verbindung zugesetzt 
wurde, erfolgt. Dies zeigt, daB die Bindung Ov.—Hb. reversibel und 
durch die Salze entbindbar ist. 


5. EinfluB der Hb.-Konzentration. Bei py 7,0 wurden Versuche, 
wo die Lauge zum Ov. zugesetzt war und wo die Hb.-Konzentration 
verschieden war, ausgefiihrt. Die Konzentration des Ov. sowie das 
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Totalvolumen waren stets dieselben. Die Systeme wurden nach 
24 Stunden Stehen analysiert. (Tabelle IV). Die Hb.-Endkonzentration 
variierte zwischen 0,1 und 0,4%. Die Zahlen demonstrieren, daB der 
Prozentsatz an gebundenem Hb. um so gréBer war, je kleiner die Konzen- 
trationen waren. Bei 0,1% Hb. werden 67%, bei 0,2°% werden 65%, 
bei 0,3°% werden 62% und bei 0,4% werden 52% gebunden. Die 
gebundene Menge in Milligramm war im Gegenteil um so gréBer, je 
héhere Konzentration zum Versuch angewandt wurde. 


Tabelle IV. 


Einflu8 der Hb.-Konzentration auf die Bindung Ov.—Hb. 





Endkonzentration Gebundene Menge 


es Hb. 
9/9 °lo mye 
0,1 68 68 
0,2 65 130 
0:3 62 186 
04 52 208 


6. EinfluB der Ovalbumin-suspensions-menge. In allen diesen Ver- 
suchen, die ganz ahnlich denen im Abschnitt 5 ausgefithrt waren, 
wurde nur die Ovalbumin-suspensions-menge geandert. Die Anzahl 
Kubikzentimeter der 3 °% Ov. variierte zwischen 5 und 20. Das Volumen 
wurde durch H,O-Zusatz konstant gehalten. Der Prozentsatz an ge- 
bundenem Hb. ist um so gréBer, je gréBer das Volumen der zugesetzten 
Suspension war. Bei 5ccm Suspension werden 36, bei 20 bis 75% 
gebunden. Auf 1 g EiweiB werden 60 bis 50 mg Hb. gebunden. Nur 
bei kleinen Ov.-Mengen werden 96 mg auf 1 g gebunden (Tabelle V). 


Tabelle V. 


EinfluB der Ov.-Suspensions-menge auf die Bindung. 





Gebundene Menge 
ecm 3 ° 9ig. Ov.- . . . 


Suspension auf 1g Ov. 
ar) mg mg 
5 36 14,4 96 
1 45 18,0 60 
15 66 26,4 59 
20 75 30,0 59 


7. EinfluB des Lésungsvolumens. 10 oder 15 cem 3 %iges Ov. wurden 
mit 30 ccm einer 0,45 oder 0,6% igen Hb.-Lésung 1 oder 2 Stunden 
geschiittelt. Ein Teil der Systeme wurde sofort filtriert und untersucht, 
der Rest zwei- oder dreifach mit Wasser verdiinnt und nochmals 1 oder 
2 Stunden geschiittelt. Das px der Systeme variierte zwischen 3,0 
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und 8,0 (Tabelle V1). Die Saiure oder Lauge wurde entweder zum Ov. 
oder zum Hb. zugesetzt. Was die Systeme, wo das Pufferungsmittel 
zum Ov. zugesetzt wurde, anbetrifft, sehen wir, dab bei py 3,0 das 
Verdiinnen eine sehr kleine Verminderung der gebundenen Hb.-Menge 
hervorruft. Dies ist bei der 0,6 igen Hb.-Lésung mehr als bei der 
0,45% igen nachweisbar (10°, Differenz). Bei py 8 konstatierten wir, 
daB 1 Stunde Schiitteln nicht geniigt, um das Gleichgewicht zu 
erreichen, wie dies bei py 3,0 erfolgt. Es wird erst nach 2 Stunden 
Schiitteln erhalten. Dieser Unterschied zeigt, daB die Bindungs- 
geschwindigkeit zwischen Ov. Hb. auch vom py abhangt. 


Tabelle VI. 


Einflu8 des Lésungsvolumens auf die Bindung Ov.—Hb. 





Pu 3,0 Pu 5,8 Pu 8,0 
Schiitte]- - |} ——_ 
Systeme zeit HCl HCl ohne NaOH NaOH 
| le 
1. lbcem 38°, ig. Ov. — 30 cem 
eS See 1 72 24 52 51 54 
2. Ibeem 3° ,ig. Ov. + 30 cem 
ay ok eee 2 71 | 2 51 92 56 
3. 15eem 3 °,ig. Ov. + 30 cem 
0,6 °gig. Hb. + 90 ecm H, O 1 68 22 80 52 67 
4. 15cem 3°, ig. Ov. + 30 ¢cem 
0,6 °Gig. Hb. + 90 cem H, O 2 68 25 83 93 77 
5. 1beem 3 ig. Ov. + 30 ccm 
0,6 °,ig. Hb. 1 Std. ge- 
schittelt + 90cem H,O . . 1 67 24 78 92 76 


6. 15ceem 3°, ig. Ov. + 30 ¢em 
0,6 °jig. Hb., 3 Std. ge- 
ED ns) S oe a ce Woe 2 - 92 
. Lecem 3 ig. Ov. + 30 cem 
0,6 °oig. Hb., 3 Std. ge- 
schiittelt + 90cem H,O . . 2 _ — 92 — 


~I 


Bei py 8 ist keine Differenz zwischen der gebundenen Hb.-Menge 
bei verdiinnten und unverdiinnten Systemen nachgewiesen worden. 
Besonders der Versuch 5 zeigt, daB bei 1 Stunde Schiitteln vor dem 
Verdiinnen nur 51%, des anwesenden Hb. in Bindung treten. Nach 
einem nochmaligen, einstiindigen Schiitteln werden dieselben Hb.- 
Pronzente gebunden, unabhangig davon, ob das System verdiinnt wurde 
oder nicht. Ein ganz anderes Bild erhalt man bei den Systemen, 
die bei py 5,8 untersucht wurden. In diesem Fall, wo das ohne Pufferung 
geronnene Ovalbumin (py = 5,8) mit dem ungepufferten Hb. (pa = 5,8) 
vermischt wurde, vergréBert das Verdiinnen die Menge des gebundenen 


Hb. In den unverdiinnten Systemen werden 51 bis 52°, gebunden, 








un 
sO 


be 
dii 
de 
(be 
dii 


au 
im 
ko. 
Me 


Mg 


erh 
wir 


Gel 
wu 


die: 


ist 
14,. 
Bir 














Bindung der Biokolloide. XIII. 83 


unabhangig von der Schiittelzeit. Bei zweimaliger Verdiinnung werden 
80 bis 83°, und bei dreimaligem Verdiinnen 78°, gebunden. 


In den Systemen, wo das Hb. gepuffert wurde, wurden Versuche 
bei pu 3,0 und 8,0 ausgefiihrt. Bei py 3,0 wurde kein EinfluB des Ver- 
dinnens auf das Gleichgewicht nachgewiesen. Bei py = 8,0, wo in 
den unverdiinnten Systemen schon nach einer Stunde ein Gleichgewicht 
(bei 56°, gebundenem Hb.) nachgewiesen wurde, vergréBert das Ver- 
diinnen die gebundene Menge. 


Il. Ovalbumin-suspension + Hamin. 


Nur bei py 9,6 wurden Versuche mit dem in Lauge gelésten Hamin 
ausgefiihrt. In den Systemen waren 5mg H. anwesend. Das freie 
im Filtrat anwesende H. wurde nach 24 Stunden Stehen der Systeme 
kolorimetrisch bestimmt. Die Tabelle VII zeigt, daBb die gebundene 
Menge sehr gro ist (70° des anwesenden H.). 


Tabelle VII. 


Einflu®8 der Salze auf die Bindung Ov.—Hamiin bei pu = 9,6, nach 
24 Stunden Stehen bestimmt. 








Salz- Gebundene Salz- Gebundene 

Art des Salzes konzen- Menge Hb. Art des Salzes konzen- | Menge Hb. 
tration 0/4 tration %p 
ee 0 70 | 0,005 94 
a 0,005 72 Na, SO,- . 0,01 96 
;, | 0,05 94 | 0.05 100 
| 0,005 7 | 0,005 75 
MgCl, : 0,01 78 MgSO, . 0,01 8) 
| 0,05 94 | 0.05 87 


Alle untersuchten Salze, NaCl, MgCl, Na,SO, und MgsS0O,, 
erh6dhen den Prozentsatz an gebundenem Hamin. Besonders stark 
wirkt Na,SO,, wo das ganze anwesende Himin in Bindung tritt. 


II. Ovalbumin-suspension + Gelatine. 
Zu 20 cem 3°, iger Ovalbuminsuspension wurden 20 ccm 0,2 °,ige 
Gelatine zugesetzt und 24 Stunden stehengelassen. Nach dieser Zeit 
wurden die Systeme filtriert und der N nach Parnas-Wagner bestimmt. 


Die in der Tabelle VIII zusammengestellten Zahlen zeigen, dab 
diese EiweiBkérper bei 25° in Bindung treten. Das Gleichgewicht 
ist stark vom py abhingig. Bei py 3,0 werden 6%, bei 4,8 werden 
14,5%, und bei 5,8 werden 20,3°, gebunden. Bei py 8,5 wurde keine 


Bindung nachgewiesen. 
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Tabelle VIII. 
FinfluB des pu. der Temperatur und der Salze auf die Bindung Ov. — Gelatine. 





Gebundene Menge in ° , 


bei 25° 
Pu bei 95° ies 
ohne Salze eed mit 0.05 mol. mit 0,05 mol. mit 0.25 mol, 
ohne Salze MgCl, Na, SO, NaCl 
3,0 79 6,7 7 a 7 
4,8 15,0 14.5 14,8 14,8 14,8 
5.8 - 20,3 20,1 _ - 
7,5 0 


Besondere Versuche, die mit Salzen (0,05 mol. MgCl,, Na,SO, 
oder 0,25 n NaCl) ausgefiihrt wurden, zeigten, daB sie keinen EinfluB 
auf die Bindung haben, weder bei py 3,0 noch bei 5,8. 

Die Experimente wurden bei 25 oder 95° ausgefiihrt. Auch die 
Temperatur iibt keinen Einflu8 auf die Bindung (Tabelle VIII) aus. 
Auch diese Versuche wurden sowohl bei py 3,0 als bei 5,8 ausgefiihrt. 


IV. Ovalbumin-suspension + Ovalbumin-sol. 
Auch hier wurden Versuche bei py 3,0, 5,8 und 7,0 ausgefiihrt. 
In allen Versuchen wurde eine 0,2°%ige Ov.-Lésung zur Suspension 
zugesetzt. Die Versuche gaben ein negatives Resultat. Keine Bindung 
wurde nachgewiesen. Die Kontrolle und Mischung gaben dieselben 
N-Mengen. Die maximale Differenz iiberstieg niemals 0,1 cem n/100 HCL. 


V. Ovalbumin-suspension + Serumalbumin-sol. 

Kin ganz ahnliches Resultat erhielten wir mit den Systemen 
Ovalbumingel + Serumalbumin. Die Serumalbumin-endkonzentration 
betrug 0,2°%. Die Systeme wurden 24 Stunden stehengelassen. Es 
wurde keine Bindung zwischen diesen EiweiBkérpern sowohl bei 
pu 3,0, 5,8 und 7,0 beobachtet. Die Unterschiede zwischen der Kontrolle 
und der Mischung waren +- 0,8 %. 


VI. Casein-suspension + Haimoglobin. 
Es wurde eine 10% ige Caseinsuspension (1g in l0cem H,QO) 


bereitet, die zu 10cem Hb. zugesetzt wurde. Die Systeme wurden 


Tabelle IX. 
Einflu8 von px auf die Bindung Casein — Hb. 





| Gebundene Menge von Hb. in °/9; Gebundene Menge von Hb. in °/,; 





PH HCl oder NaOH wurden zugesetzt PH HCl oder NaOH wurden zugesetzt 
zum Casein zum Hb. zum Casein zum Hb. 

3,6 56 0 5,2 58 58 

4,0 54 18 6,3 62,5 64 

4.6 50 50 6,8 73 71 
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durch HCl oder NaOH auf gewiinschtes py gebracht. Die Saure oder 
Lauge wurde entweder zu der Caseinsuspension oder zum Hb. gegeben 
(Tabelle LX). 

Die Bindung ist stark vom py, besonders aber von der Art wie HCl 
oder NaOH zugesetzt wurde, abhingig. Im Falle, wo die py-aindernde 
Substanz zum Casein zugesetzt war, ist nur bei héherem py als 5,7 
eine VergréBerung der gebundenen Menge nachgewiesen. Ein kleines 
Minimum wurde bei py 4,6 beobachtet (50°). Wenn die HCl oder 
NaOH zum Hb. zugesetzt wird, bekommen wir eine py-Bindungskurve, 
welche bei py 3,6 keine Bindung aufweist und das Gleichgewicht 
Frei 2 Gebunden bei Ansteigen des py nach rechts verschoben wird, 

Der EinfluB der Salze (Tabelle X) ist sehr verschieden, 1. je nach 
der Wertigkeit seiner lonen, 2. je nach dem py und 3. je nachdem die 
pu-andernde Substanz zum Casein oder Hb. zugesetzt wurde. Die 
Salze kénnen das Gleichgewicht nach rechts oder links verschieben. 
Bei px 3,6 und da, wo HCl zum C. zugesetzt wurde, erhéhen NaCl 
und MgCl, sehr wenig. Na,SO, und MgSQ, rufen keine Anderung 
hervor. In dem Falle, wo HCl zum Hb. zugesetzt wurde und wo ohne 
Salzanwesenheit keine Bindung erfolgt, erméglichen die Salze die 


Tabelle X. 
EinfluB der Salze auf K.—Ov.-Bindung. Gebundene Menge in Prozent. 





Gel PH 3,6 Pu 6.8 
. > » seme 
Art des Salzes Konzentration HCl HCl NaOH NaOH 
zum Casein zum Hb. zum Casein zum Hb. 
Os Ps 4 0 51 0 70 73 
| 0,025 60 22 65 72 
NaCl: 0,10 58 38 64 66 
| 0.5 56 45 61 60 
| 0,005 54 10 62 70 
Mg(l,--- - 0,01 54 23 55 
| 0.05 56 42 52 D4 
| 0,005 52 59 65 73 
NagSO, 0,02 53 54 69 69 
| 0,05 53 59 64 665 
| 0,005 52 43 61 64 
? 0,01 52 45 61 62 
MgS04: | 9.02 54 48 60 61 
0,05 52 51 60 59 


Bindung, und zwar am schwiachsten NaCl, etwas starker MgCl,, dann 
MgSO,. Am stirksten wirkt Na,SO,, wo in einer 0,005 mol. Lésung 
50% Hb. gebunden werden. Im Vergleich mit MgCl, ist dies eine 
sehr starke Bindung ‘in 0,005 mol. Lésung werden nur 10°, gebunden). 
Bei Salzanwesenheit bei bestimmten Konzentrationen ist die gebundene 
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Hb.-Menge von der Art des HCl-Zusatzes unabhangig. Bei py 6,8 er- 
niedrigen alle Salze die gebundene Hb.-Menge. Besonders stark wirkt 
MgCl, dann MgSQ,, NaCl > Na,SO,. Der EinfluB ist fast von der 
Art des NaOQH-Zusatzes unabhingig. 


B. Drei-Komponenten-S ysteme. 
I. Ov.-Gel + Ov.-Sol + Hb. 
Zu 20 ccm 3%igem Ov.-Gel wurden 10 ccm 3°%,iges Ov.-Sol oder 
10 cem H,O und 10 cem 0,8 %,iges Hb. zugesetzt. Die Systeme wurden 
2 Stunden geschiittelt und filtriert. Die erhaltenen Resultate der bei 
pu 3,0, 5,8 und 8,0 ausgefiihrten Versuche zeigen, daB das Ov.-Sol in 
keinem Falle eine Verminderung der Bindung hervorruft. Im Gegenteil, 
bei px 8,0 wird die gebundene Hb.-Menge vergréBert, wenn die Lauge 
zum Hb. zugesetzt wurde (Tabelle X1). 


Tabelle XI. EinfluB von Ov.-Sol auf die Bindung Ov.-Gel mit Hb. 





Gebundene Hb.-Menge in 9/5 


Pa in den Systemen 

ohne Ov.-Sol mit Ov.-Sol 
3,0 (HCI zum Ov.) ..... 64 65 
3,09 (HCL zum Hb) . oe 57 58 
eT: ore eee 50 50 
8.0 (NaOH zum Ov.) . 2... 56 54 
8.0 (NaOH zum Hb.) ... . 24 47 


Il. Ovalbumingel + Gelatine + Hb. 


Es wurden besondere Experimente, um den EinfluB der zugesetzten 
Gelatine auf die Bindung Ov.--Hb. bei py 3,0 zu untersuchen, ausgefiihrt. 
Das Hb. wurde kolorimetrisch, das Glutin durch N-Bestimmung ana- 
lysiert. 

Bei py 3,0 und bei 2 Stunden Schiitteln werden 75% des an- 
wesenden Hb. gebunden. Wenn das Gesamtvolumen, die Ovalbumin- 
menge und Hb.-Konzentration nicht geaindert wurden, das System 
nur durch Glutinanwesenheit geindert wurde, konstatierten wir eine 
Zunahme der gebundenen Hb.-Menge. Der Prozentsatz an gebundenem 
Farbstoff steigt auf 85 bei 0,5°%iger Glutinlésung und auf 94% bei 
1% iger Glutinlésung. Bei diesem py werden nur etwa 6%, des Glutins 
gebunden (Tabelle XII). 


Tabelle XII. Einflu8 von Glutinsol auf die Bindung Ov.-Gel— Hb. bei px 3. 





J , P Gebundenes Hb. : a . Gebundenes Hb. 
Gelatinekonzentration Gelatinekonzentration 


0 75 0,5 85 
0,25 76 1,0 94 
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Ill. Ov.-Gel + Hb. + Amylose. 

Leider konnten wir nur Versuche bei py 3,0 ausfiihren, da das 
jetzt angewandte Ov.-Gel bei py > 5 mit der Amylose keine Bindung 
gibt. Zu 20cem einer 3°, igen Ov.-Suspension wurden 10 cem einer 
0,8°% igen Hb.-Lésung und 10 cem H,O oder Amylose (0,2 bis 2%) 
zugesetzt. Die Systeme wurden 4 Stunden geschiittelt. 

Die erhaltenen Resultate (Tabelle XIII) zeigen, daB die mit dem 
Ov.-Gel gebundene Hb.-Menge bei Amyloseanwesenheit gréBer als 
in der Kontrolle (Ov. + Hb. + H,0) ist. 


Tabelle XIII. 
Gleichzeitige Bindung von Hb. und Amylose mit Ov. 








Systeme ‘9 gebunden 

Ov. | Hb. am | 8,0 | o& | Am 
i. 20 10 - 10 77 
2. 20 10 10 85 33 
3. 20 _ 19 10 — 31 
4. 20 10 ; 10* 77 
5. 20 10 10* — 89 31 
6. 20 10* 10 os 88 32 


Anmerkung: Alle Systeme wurden 4 Stunden geschiittelt. Die mit dem 
Zeichen * versehenen Substanzen wurden nach 2 Stunden Schittelu zugesetzt. 

Besondere Versuche wurden mit den Systemen ausgefiihrt, wo 
die Amylose oder das Hb. nach 2 Stunden Schiitteln zum Ov.-—-Hb. 
oder Ov.--Am. zugesetzt wurde. In beiden Fillen wurde dasselbe 
Gleichgewicht erhalten, d.h. der Prozentsatz an gebundenem Hb. 
wird stets vergréBert, der der Amylose bleibt ohne Anderung. 


IV. Ov.-Gel + Hb. 4+- Amylopektin. 
Ganz ahnliche Versuche wurden mit den Systemen, wo anstatt 
Amylose Ap. (Amylopektin) zugesetzt wurde, ausgefiihrt. Es wurde 


Tabelle XIV. 
Gleichzeitige Bindung von Hb. und Amylopektin mit dem Ov. 





Systeme °/9 gebunden 
— ee 5 we H,0 ~ oe | dp. 
1. 20 10 — 10 75 — 
2. 20 10 10 - 89 69 
3. 20 — 10 10 72 
4. 20 10 10* — 92 70 
5. 20 10 — 10* 76 
6. 20 10* 10 - 92 72 
7. 29 19 — 10* 75 


Anmerkung: Alle Systeme wurden 4 Stunden geschiittelt. Die mit dem 
Zeichen * yersehenen Substanzen wurden nach 2 Stunden Schiitteln zugesetzt. 
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nachgewiesen (Tabelle XIV), daB die gebundene Menge des Ap. von der 
Hb.-Anwesenheit unabhingig ist. Das Gleichgewicht Hb. frei—ge- 
bunden ist wie bei Amyloseanwesenaeit durch das Ap. stark nach 
rechts verschoben. Es werden anstatt 75°, (Kontrolle) 89 bis 92% bei 
0,1%, Ap. gebunden (Differenz von 22°). 


V. Ov.-Gel + Gelatine + Adenosin. 
In diesem System wurden Untersuchungen bei py 3,0 und 5,8 
ausgefiihrt. In den beiden Fallen wurde nachgewiesen, daB die Bindung 
Ov.—-Adenosin unabhingig von Glutinanwesenheit ist! (Tabelle XV). 


Tabelle XV. 


EinfluB von Glutinsol auf die Bindung Ov.— Adenosin. 





Gebundene Menge von Adenosin in ° 5 


Pu acai nee 

ohne Glutin mit 1°.) Glutin 
3.0 30 29 
5,8 31 31 


VI. Ov.-Gel + Gelatine + Amylose (Amylopektin). 

20 cem 3 %iges Ov.-Gel + 10 cem4% Gelatine, oder H,O + 10 com 
2% ige Amylose oder Amylopektin?, wurden bei py 3 2 Stunden ge- 
schittelt. Die Tabelle XVI, die die erhaltenen Resultate zusammen- 
faBt, zeigt, daB die Gelatine eine Verminderung der gebundenen Am. 
und besonders Ap. hervorrufen. Die Bindung Ov.—Sol. ist von der 
Polysaccharidanwesenheit unabhaingig. Anstatt 22°, werden nur 
18,5°% des anwesenden Am. gebunden. Der Unterschied ist 16%. Ein 
noch gréBerer Unterschied wurde bei Ap. nachgewiesen. Anstatt 40°, 
werden bei Glutinanwesenheit 16,5°% (57°, weniger) gebunden. 


Tabelle XVI. 
Bindung von Ov.—Amylose oder Ov.— Amylopektin bei Glutinsol- 
anwesenheit, px 3,0. 





Gebundene Menge von 
Polysaccharid 





7 Gebundenes sa 
Substanz Ther EE Ea > “ Differenz 
Glutin ohne Glatin mit Glutin iain 
Oy 0 0 0/9 0/, 
Ohne Polysaccharid . . . 7,0 
ME ks ew 7,0 22 18,5 16,0 
Amylopektin. ..... 6,9 40 16,5 57 


' Bei der Adenosinbestimmung wurden die Kohlenhydrate nach Hydro- 
lvse bestimmt. 

2 Die Polysaccharide wurden nach der Pfliigerschen Glykogenmethode 
bestimmt. 
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Besprechungen. 

Wenn wir die mit den Zwei-Komponenten-Systemen erhaltenen 
Untersuchungsresultate, wo zwei einfache EiweiBkérper zusammen- 
gemischt wurden, zusammenstellen, so sehen wir, daB eine Bindung 
nur bei derjenigen Mischung erfolgt, wo eine der Komponenten aggre- 
gationsfihig ist. In denjenigen Fdllen, in welchen das Mischsystem 
entweder Ov.-Gel und Ov.-Sol oder Ov.-Gel und Se.-Sol enthélt, erfolgt 
keine Bindung. 

In demjenigen Fall aber, wo das System Ov.-Gel -|- Glutinsol untersucht 
wurde, erfolgt eine Bindung. 

Somit sehen wir, daB die Bindung nicht nur zwischen Ov.-Micellen, 
die im Solzustande vorliegen, sondern auch da, wo ein Teil von ihnen durch 
Erhitzen koaguliert wurde, sowohl beim I. wie bet py, die hdher oder 
niedriger von diesem Punkte liegen, nicht mdglich ist. 

Da wir in dem vorigen Teil’ nachgewiesen haben, daB das Koagulieren 
einen starken Einflu8 auf die Bindungsfahigkeit ausiibt. zeigen diese Ver- 
suche, daB, was die Bindung zwischen denselben Micellen anbetrifft, die 
Koagulation ohne EinfluB bleibt. 

Dasselbe betrifft das System Ov.-Gel + Serumalb.-Sol. In diesem 
Falle, wo zwar das Sol aus Micellen, das Micellargewicht anders als das des 
Ov. ist und nach Sdérensen* reversiblen Anderungen im Solzustande unter- 
liegen kann, entstehen keine Mischkomplexe. Vielleicht ist die Natur der 
Komponenten zu ahnlich (besonders spielt vielleicht die Gleichheit der 
aufladenden Gruppen eine Rolle). 

In denjenigen Systemen, wo die eine Komponente aggregationsfahig 
ist, erfolgt eine Bindung. Es ist noch nicht nachgewiesen, daB zur 
Bindung eine-Aggregationsfahigkeit nétig ist. Dazu haben wir zu wenig 
Systeme untersucht. Weitere Versuche sind nur bei Anwendung anderer 
Methodik méglich, da bei der durch uns bis jetzt benutzten, nur dann 
die Bindung zwischen EiweiBkérpern méglich ist, wo der in Suspension 
angewandte Kérper gut ausgewaschen sein kann und beim Schiitteln 
keinen oder fast keinen N in die Lésung abgibt. Es kann auch sein, 
daB die Bindung zwischen Ov.-Gel und Glutin nicht durch die Aggre- 
gationsfahigkeit der letzten, sondern durch die verschiedene Menge von 
positiven und negativen Gruppen (beim Ov. ist das Verhiltnis wie 
1,0: 1,2, beim Glutin 1,7: 1,0) oder durch Anwesenheit verschiedener 
lypophiler oder hydrophiler reaktionsfihiger Gruppen hervorgerufen 
wird. 

Die Bindung Ov.-Gel +- Glutin erfolgt in breiten py-Grenzen. Sie 
wurde zwischen 3,0 und oberhalb 5,8 nachgewiesen (Abb. 2). Bei 
pu 7,5 wurde keine Bindung mehr beobachtet. 


1 vy. Przytecki u. Grynberg, |. c. 
2 S. R. Sérensen, Kolloidzeitschr. 58, 1930. 
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Diese Resultate bestatigen teilweise diejenigen Ergebnisse, 
die v. Przylecki und Targonska' durch Gelatinierungsinderung einer 
1,25°% igen -Gelatinelésung durch Ov.-Solzusatz nachgewiesen haben, 

Die Bindungsgrenze wurde aber bei ihnen im alkalischen Gebiet breiter. 
Sie konstatierten noch bei px 7,34 eine groBe Bindung. Die Differenz kann 
entweder in dem Gelatinezustand (Gallerte oder Sol) oder in der Ovalbumin- 
bereitung (bei unseren jetzigen Versuchen wurde Ov.-purum, von v. Przytecki 
und Targonska wurde Ov.-sicum gebraucht) liegen. 

Die Bindung Ov.——Gelatine ist von der Salzanwesenheit und Tem- 
peratur bei allen untersuchten py unabhangig. 

Die Bindung zwischen den zwei einfachen EiweiBkérpern, deren I. 
bei demselben py liegt (px 4,8), erfolgt also nicht nur im I., sondern sowohl 
unterhalb als oberhalb dieses Punktes. Beim Ansauern sehen wir einen 
Abfall der Bindung, beim Alkalinisieren eine Steigerung der geformten 
Mischmicellen. Nicht nur neutrale oder verschieden geladene, sondern 
auch mit derselben Ladung behaftete Micellen von Ov. und Glutin kénnen 
in Bindung treten. Die Bindung erfolgt stirker bei denjenigen pu, wo 
die Teilchen negativ geladen sind. Dasselbe wurde schon durch v. Przylecki 
und Targonska beobachtet und durch den Einflu8 der Dominanz der 
positiven und kleinen Menge der negativen Gruppen im Glutin erklart. 

Unsere Versuche zeigen, da8 die Bindung von Ov. + Glutin ziemlich 
leicht sowohl in demjenigen Fall, wo das Glutin im aggregierten Zustand 
und das Ov. als Scl, als auch da, wo das Glutin im Solzustand, das Ov. 
als Suspension angewandt wurde, erfolgt. Es bleibt noch nachzuweisen, 
wie sich die Mischung Ov.-Sol—Gel.-Sol verhalt. 

Die Natur der beobachteten Bindung ist schwer zu erklaren. Die 
kleinere Bindung im I als bei pp >, wo die Micellen von Ov. und Gl. sich 
infolge ihrer Ladungen vielmehr abstoBen sollten, spricht fiir eine nicht 
heteropolare Bindung. Es ist vielleicht mehr plausibel, anzunehmen, daB 
die Anziehung durch Restvalenzen erfolgt. Auch die Annahme, dab 
homoiopolare Bindung zwischen Ov. und Gl. erfolgt, ist wenig wahr- 
scheinlich, obwohl es nicht ausgeschlossen ist, daB besonders groBe OH- 
Mengen im Oxyprotein des Glutins eine Rolle spielen. 

Das Problem der bindenden Krafte ist um so schwieriger, da auber 
den Ladungsanderungen des Micells durch pu-Anderung Gestaltsinderungen, 
also Umformungen mit Verschiebung der auf der AuBenfliche der Micellen 
anwesenden Gruppen erfolgen kénnen. : 

Nur weitere Experimente, wo sowohl durch Anderung und Auswahl 
der zur Bindung angewandten Eiwei®kérper, wie durch andere Bedingungen 
und andere Methoden neue Tatsachen gebracht werden, kénnen eine 
Entscheidung bringen. 


Die Bindung von Ov.-Gel mit Hamin, die bei py 9,6 beobachtet 
wurde, kann sowohl durch das Fe, durch N oder durch andere im Pyrrol- 
ring oder in den Seitenketten (CH—CH,, COOH) anwesende Gruppen 


' v, Przylecki u. Targonska, diese Zeitschr. 265, 406, 1932. 
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hervorgerufen werden. Die Bindung, die bei kleinen Haminkonzen- 
trationen sehr groB (70%) ist, wird durch Salzzusatz (NaCl, MgCl, 
Na,SQO,) verstarkt, bis das ganze Hamin in Bindung tritt (100°, in 
0,05 mol. Na,SO,-Lésung). 


Auch zwischen Ov.-Gel und Hb. (Hdmoglobin) wurde eine Bindung 
nachgewiesen. Die py-Grenzen der Bindung sind besonders groB. Sowohl 
bei pu 1,3 wie 8,6 werden noch groBe Hb.-Mengen durch die Ov.-Sus- 
pension gebunden. Die maximale Bindung wurde bei py 3,0 und 7,0 
konstatiert. Bei px 4,8 und 5,8 werden viel kleinere Mengen gebunden. 
Das Gleichgewicht Frei/Gebunden stellt sich erst nach > 2 < 6 Stunden 
ein. Je konzentrierter die angewandte Hb.-Lésung, desto geringer ist die 
Bindung in Prozenten ausgedriickt, um so mehr Milligramm Hb. werden 
aber gebunden. 

Die Bindung ist auch von der Ov.-Menge abhangig, und zwar 
um so mehr Milligramm Hb. werden auf 1 g Ov. gebunden, je kleinere 
Mengen von Ov. im System anwesend sind. 
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Abb. 2 


Besonders interessant sind die Anderungen der Bindung, je nachdem 
das px durch Zusatz von HCl oder NaOH zum Ov. oder Hb. eingestellt 
wurde. Sowohl bei py 3,0 als 8,6 erfolgt eine viel starkere Bindung, wenn 
die Saure oder Lauge zum Ov. zugesetzt wird. Die Mischung dieser Sub- 


stanzen mit dem Hb. vermindert die Bindungsfaihigkeit stark (Abb. 2). 


Auch die Salze rufen sehr verschiedene Effekte, je nachdem NaOH 


oder HCl zum Ov. oder Hb. zugesetzt wurden, und je nach dem px- 


Werte, hervor. 


Bei pu 3,0 vermindern Nal, KCl und besonders stark CaCl, die 
Bindung von Hb.-Ov., sowohl in denjenigen Fillen, wo das HCl zum Hb. 
oder Ov. zugesetzt wurde. Na,SO, und MgSO, erniedrigen etwas die Bin- 
dung bei sehr kleinen, erhéhen bei gréBeren Konzentrationen. 


| 
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Besonders Na,SO,, welches zum System Ov. + Hb.. mit HCl an- 
gesiuert, zugesetzt wurde, erhéht die Bindung weit iiber diejenige, die in 
der Kontrolle (ohne Na,SO,) nachgewiesen wurde. In 0,05 mol. Na,SO,- 
Lésung erfolgt so starke Bindung wie in den Systemen, wo die HC] zum 
Ov. zugesetzt war (80°). 

Bei pu 5,8 vermindern alle Salze stark die Bindungsfahigkeit. Am 
schwachsten ist die Wirkung von NaCl. Diejenige von Mg(l, ist geringer 
als von NagSO,. Der Einflu8B von MgSO, ist etwas kleiner als derjenige 
von Na,SQ,. Schon 0,002 molare Lésung von Na,SO, oder MgCl, er- 
niedrigen die Bindung von 56 auf 17°, (Na,SO,) oder 30°, (MgCl,). 

Bei pu 7,0 erniedrigt NaCl und KC! sehr stark die Bindung, wenn 
das Ov. mit NaOH gemischt wurde. Wenn aber die Lauge zum Hb. zu- 
gesetzt wurde, ist der NaCl-EinfluB sehr gering. 

Die anderen angewandten Salze, MgCl,, CaCl,, Na,8O, und MgS0O,, 
wirken sehr ahnlich, und zwar erniedrigen sie viel starker die Bindung da, 
wo die Lauge zum Ov. zugesetzt war. 

Bei px 8,6 ist die Einwirkung der Salze stark von der Art der Alkalini- 
sierung der Systeme abhangig. In denjenigen Fallen, wo die Lauge zum 
Ov. zugesetzt wurde und wo in der Kontrolle ohne Salze noch groBe Bindung 
nachgewiesen wurde (50°), erniedrigen alle Salze die Bindung, und zwat 
nach der Reihe: NaCl > Na,SO, > MgSO, > CaCl, > MgCl. Die 
Wirkung von CaCl, und besonders diejenige von MgCl, ist sehr gering 
(0,05 mol. Lésung von MgCl, erniedrigt die Bindung von 50 auf 46°. 
also um < 10°). 

Da, wo NaOH zum Hb. zugesetzt und wo in der Kontrolle nw 
kleine Bindung (17°.,) beobachtet wurde, erhéhen alle Salze sehr stark 
die Bindung, starker als die Bindung in dem System Ov. mit NaOH + Hb. 
Besonders stark erhédhen MgCl, und CaCl, (es werden 89°, gebunden). 

Ein interessanter Kurvenverlauf wurde bei dem Na,SO,-Zusatz 
beobachtet. Bei 0,005 mol. Lésung wurde keine Bindung nachgewiesen. 
Von dieser Konzentration angefangen wird bei Erhéhung der Na,SO,- 
Konzentration auch die Bindung gréBer. 

Die Salze tiben nicht nur einen Einflup auf die in ihrer Anwesenheit 
verlaufende Bindung aus, sie beeinflussen auch die sich schon im Gleich- 
gewicht hefindenden Systeme. Die Bindung ist also durch Salze reversibel: 
Ov.-— Hb. = Ov. + Hb. 

Es ist schwer, den EinfluB der Salze auf die Bindung zu erklaren, 
besonders da, wie wir sehen werden, wo viele andere Stoffe auf die 
Bindung einen EinfluB ausiiben. 

Bei px 3, wo die beiden Komponenten negativ geladen sind, er- 
niedrigen NaCl, KCl, MgCl, und MgCl, die gebundene Menge, Na, SO, 
und MgSO, erhéhen dieselbe. Die zwei letzten Salze vermindern die 
Ladung von Ov. sowie von Hb., es ist also méglich, daB seine Wirkung 
durch die Verminderung der abstoBenden Krafte hervorgerufen wird. 
MgCl, und CaCl, kénnten, zwar theoretisch, etwa die Ladung ver- 
stirken, diese Annahme ist aber ganz hypothetisch. NaCl und KCl 
vermindern dagegen die Ladung von Ov. 
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Thre Wirkung ist also nicht ganz aufgeklart. Auch das verschiedene 
Verhalten von Na,SO, beim Ansauern von Ov. oder Hb. ist nicht ganz 
durch den EinfluB auf die Ladung verstandlich. 


Bei py 5,8, also zwischen dem I. von Ov. und Hb., erniedrigen 
alle Salze die Bindung, da sie die Ladung von Ov. und Hb. herabsetzen. 
Bei py 7,0, also da, wo das Ov. stark negativ ist, das Hb. fast beim I. 
liegt. wirken die Salze sehr verschieden, je nachdem sie zu Systemen, 
wo die Lauge zum Ov. oder zum Hb. zugesetzt wird, gehéren. In dem 
ersten Fall wirken am starksten erniedrigend NaCl und KCl. Die Wirkung 
von Na,SO, und CaCl, ist sehr ahnlich. In dem zweiten Fall wirken 
am starksten Na,SO,; NaCl und CaCl, bleiben fast ohne EinfluBb, 
Dieselbe Abhangigkeit sehen wir bei py 8,6, wo die beiden Komponenten 
stark negativ geladen sind. Im Fall, wo NaOH zum Ov. zugesetzt 
wurde, erniedrigen NagSQ, und MgSO, die Bindung starker als MgCl, 
und CaCl,. Diese Salze, obwohl sie die Ladung herabsetzen, erhéhen 
die Bindung nicht, im Gegenteil sie vermindern dieselbe. Ganz anders 
ist es in denjenigen Systemen, wo die Lauge zum Hb. zugesetzt wurde, 
Hier erhéhen besonders stark MgCl,, dagegen erhéhen CaCl, sowie 
MgSO, und NaCl viel weniger. Na,SO, gibt, wie gesagt, eine charak- 
teristische Kurve. 

Die Bindung ist bei py 3 und 8 von der Verdiinnung unabhingig. 
Bei py 5,8 wurde vielmehr durch Verdiinnen eine Steigerung der Bindung 
beobachtet. Die Bindung Hb.-—Ov. wird also durch Lésungsmittel- 
zusatz nicht zerstért. Besondere Versuche zeigen, daB die in Bindung 
tretende Substanz Hb. ist und nicht das Himatin allein. Nur bei px 3 
wurde eine kleinere Bindung des Globinanteils als des Farbstoffs 
(kolorimetrisch) nachgewiesen. Bei diesem py aber wird das Hb. in 
seine Bestandteile zerlegt (Roche'). 


Die mit dem Casein-Hb.-System erhaltenen Resultate zeigen, 
wie stark die Bindung von der EiweiBnatur abhangig ist. 

Die pu-Kurven (Abb. 2) zeigen erstens, wie verschiedene Bindungs- 
kurven man, je nachdem man HCl oder NaOH zum Hb. oder C. (Casein) 
zusetzt, erhalt. In demjenigen Fall, wo diese Substanzen zum C. zu- 
gesetzt wurden, erfolgt die Bindung noch bei py 3,6. Oberhalb von 
pu 5,6 treten immer gréBere Hb.-Mengen in Bindung. Zwischen 3,6 
und 5,2 liegt ein Gebiet, wo die Kurve parallel zur z-Achse verliuft. 

Da, wo die HC] oder NaOH zum Hb. zugesetzt wurden, sehen wir 
einen ganz anderen Verlauf der Kurve. Bei py 3,6 wurde keine Bindung 
nachgewiesen. Von py 4 an steigt die Kurve. Um so gréBere Hb.- 


1 Roche, J.C.r. du Labor. Carlsberg Nr. 29, 1929. 
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Mengen werden gebunden, je héher das py ist. Bei py 3,6 erhdhen 
kleine NaCl- und MgCl,-Konzentrationen die Bindung Casein mit 
HCl + Hb. Na,SO, und MgSO, bleiben ohne EinfluB. In denjenigen 
Systemen, in welchen die HCl zum Hb. zugesetzt wurde, erméglichen 
alle Salze die Bindung. Besonders stark wirkt Na,SO,, dann MgSQ,, 
MgCl, und am schwiachsten NaCl. 


Bei py 6,8 erniedrigen alle Salze die Bindung, unabhangig davon 
ob die Lauge mit Hb. oder C. gemischt wurde. Am schwichsten wirken 
Na,SO, und NaCl, viel starker MgSO, und besonders MgCl,. Die 
Wirkung ist in allen Fallen viel geringer als beim Ov.-Hb. Die maxi- 
male Verminderung der C.-—Hb.-Bindung erfolgt bei 0,05 mol. MgCl,- 
Lésung, wo die Bindung von 70 auf 52% abfallt (Differenz von 26%). 
Beim Ov.-Hb. und py 7,0 erniedrigt NaCl oder KCl von 72 auf 17%, 


die Bindung, also um 76%. 


Die Bindung C.--Hb. ist also bei py 3 durch Salze irreversibel. 
Diese Tatsachen sind in guter Chereinstimmung mit denjenigen Resul- 
taten, die Bartuszek! mit den Systemen Casein-- Starke und v. Przylecki, 
Grynberg und Szrajber? mit Casein--Harnséiure nachgewiesen haben, 
und wo im Gegensatz zu Ov.-Stirke oder Ov.-Harnsiure eine 
irreversible, von Salzen unabhangige Bindung nachgewiesen wurde. 


Die Bindung Ov.-—-Hb. oder C.—-Hb. erfolgt bet sehr verschiedenem py. 
Sie wurde sowohl in den Systemen, wo die beiden Komponenten sowohl 
stark positiv als auch stark negativ geladen sind (bei py 1,3 wird 
67° Hb., bei pu 8,6 auch 67°), festgestellt. Beim Ov.-Hb. wurden 
zwei Maxima bei py 3 und 7 nachgewiesen. In demjenigen py-Gebiet, 
wo die Ladungen der beiden Komponenten andere Vorzeichen haben 
(zwischen py 4,8 und 6,7), ist die Bindung geringer (50% bei py 5,8). 
Beim C.-Hb. ist bei pa < 4,8 keine Steigerung, im Gegenteil ein 
Abfall der Bindung beobachtet worden. Nur ein Maximum wurde bei 
hohen py (6,8) nachgewiesen. 

Die Bindung zwischen dem Ov. oder C. und dem Hh. kann durch 
Verbindung sowohl von Globin, dem basischen EiweiB oder durch 
das Hamatin erfolgen. Die Tatsache, daB 1. das Himin noch bei py 9,6 
sehr leicht mit dem Oy. in Bindung tritt, und 2., daB bei py3 
gréBere Mengen Hamatin als Globin in Bindung treten, sprechen 
dafiir, daB eine Bindung vom Typus Ov.—-Hamatin-—Globin vorhanden 
ist. Ob auBerdem eine Bindung Ov.-—Globin—-Hamatin erfolgen kann, 
bleibt nicht ausgeschlossen, und zwar ist eine solche ganz leicht méglich, 
besonders in dem Bereich py 4,8 bis 6,7. 


1 Bartuszek, diese Zeitschr. 258, 279, 1932. 
2 v. Przylecki, Grynberg u. Szrajber, ebenda 244, 190, 1932. 
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Es ist viel schwieriger, infolge des viel komplizierteren Baues des hi b., die 
Natur der bindenden Krafte zu erkennen. Es ist nicht ausgeschlossen, daS 
zwischen px 4,8 bis 6,7 heteropolare Bindungen erfolgen. Auch durch das 
Fe kénnen Bindungen mit dem COO bei héherem px und durch die 
COOH-Gruppen des Hamatins bei pu < I des Ovalbumins ertolgen. 

Was fiir Gruppen bei der Bindung bei pu < 4,8 eine Rolle spielen, ist 
also noch nicht aufgeklart. 

Ob auch eine Bindung zwischen Ov.-Sol und Hb., also auch eine im 
Organismus (z. B. im Serum nach Hiéimolyse) mégliche Verbindung erfolgt, 
auf dies geben die bis jetzt besprochenen Experimente keine Antwort. 
Besondere Versuche, die, um mindestens auf indirektem Wege eine Antwort 
zu bekommen, ausgefiihrt wurden, gaben ein negatives Resultat. In den 
Systemen, die groBe Ov.-Sol-konzentration (0,75°,) enthielten, wurde 
dieselbe Hb.-Menge mit dem Ov.-Gel wie in der Kontrolle gebunden, sowohl! 
bei pu 3,0, 5,8 und 8.0. 

Theoretisch sollte man zwar eine Annahme machen, dab, wenn 
eine Ov.-Sol--Hb.-Bindung stattgefunden hatte, der Prozentsatz 
der Bindung kleiner ware, da die Konzentration des freien Hb. 
geringer ware. 

Wir sehen aber aus der Tabelle 1V, daB die gebundene Hb.-Menge 
bei kleiner Hb.-Konzentration wenig von dessen Konzentration abhingt. 
In unserem Fall haben wir dieselbe Ov.-Sol- und Gelmenge. Die Hb.- 
Konzentration ist 0,2. Wenn eine Hb.-Bindung (bis 50 °;,) mit Ov.-Sol 
statthatte und die Bindung reversibel und von der Konzentration 
des freien Hb. stark abhangig ware, kénnte man auch, wenn eine 
Ov.-Sol—Hb.-Bindung stattfand, keine Differenz zwischen der Kon- 
trolle und dem System mit Ov.-Sol nachweisen. 


Nur mit anderen Methoden kann diese interessante Frage ent- 
schieden werden. 


Die Versuche, wo zu Ov.-Gel Hb.- und Glutinlésung (0,5 oder 1°) 
zugesetzt wurden, sprechen gegen eine Bindung von Hb. mit dem Glutin- 
sol, da bei Glutinanwesenheit gréBere Hb-Mengen gebunden wurden 
als in der Kontrolle. 

Diese verstarkende Wirkung (Steigerung von 75 auf 94°.) kénnte 
entweder durch die VergréBerung der Bindungsfaihigkeit von Ov.-Gel 
und zwar durch 1. Verbindung mit dem Glutin der bindungshemmenden 
Gruppen oder 2. Anderung der Micellenstruktur erreicht werden. In den 
beiden Fallen nehmen wir eine ausschlieBliche direkte Bindung von 
Hb. mit dem Ov. an. Es kann aber auch sein, daB das Hb. mit denjenigen 
Glutinmicellen, die mit dem Ov.-Gel verbunden wurden, Misch- 
micellen gibt. 


Somit kénnen wir ein Dreikomponentensystem als nachgewiesen 
annehmen, wo die Folge Glutin —Ov. --Hb. als die wahrscheinlichste gilt. 
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Ob nebenbei die Formen Ov.—-Hb.-—-GI. oder Ov. —G]. —Hb. existieren, 
ist weniger wahrscheinlich, da die Bindung Ov.-Sol -Hb und besonders 
Glutin —Hb. als sehr unwahrscheinlich anzusehen sind. Bei bestimmten 
Komponentenkonzentrationen haben wir: 


Ov.-Gel, Hb., Gl., Ov.—-Hb., Ov. —Gl. und Hb. -—Ov.—Gl. 


Auch das Amylopektin (Ap.) und die Amylose ‘Am.) rufen bei pu 3 
keine Verminderung der Bindung von Ov.-Hb. hervor. Im Gegenteil 
erfolgt eine Steigerung der Bindung, und zwar besonders bei hohen Poly- 
saccharidkonzentrationen. Die gebundenen Am.- und Ap.-Mengen bleiben 
bei Hb.-Anwesenheit ungedndert. 


In unseren Systemen haben wir 0,6 g Ov., 200 oder 400 mg Am. oder Ap. 
und 20 oder 80mg Hb. Von ihnen sind: 120 mg Am. > 200 mg Ap. und 
52mg Hb. gebunden. Auf 1g Ov. entspricht dies: 200mg Am. und 
87 mg Hb. 


Wenn fiir unser Am. ein Micellargewicht von 40000, fiir das Hb. 
70000 annehmen, kénnen wir ihre gebundenen Mengen auf 3 . 101% Micellen 
Am. und 0,7. 1078 Hb. auf 1g Ov. annehmen. Das Teilchengewicht des 
geronnenen Ov. ist unbekannt, es ist aber ein Vielfaches von 35000. Wenn 
wir annehmen, daB 5 Sol-Micellen ein Suspensionteilchen bilden, was 
gewiB viel zu klein ist, wiren im System 3,6. 10'? Suspensionsteilchen von 
Ov. anwesend. 

Schon diese Zahlen zeigen, daB im System unbedingt Drei-Kom ponenten- 
Micellen von Ov.—Hb.—-Am. anwesend sein miissen. Dasselbe kinnen 
wir fiir das System Ap.--Ov.--Hb. berechnen und beweisen. 


Ob die Bindung von Hb. und Am. oder Ap. auf denselben Kom- 
ponentenmicellen (derjenigen Micelle, die im Solzustand als Individuum 
anwesend war) des Suspensionsteilchens erfolgt oder auf verschiedenen, 
bleibt ungelést. 

Die unabhaingige Bindung von Hb. und Am. oder Ap. kénnte 
verschieden erklirt werden, und zwar 1. durch andere Bindungsstellen 
auf Ov., wo diese zwei Komponenten in Bindung treten, also: 


B.—, 





_—A. Ap. a ey en 
Ov. | + — Ov. 
A.—————B.. Hb. A.———B.— Hb. 
2. Es entstehen Komplexe von Ov.--Hb.—Ap. oder Ov.—Ap.—Hb. 
Die Annahme, da eine unabhaingige Bindung durch kleine Konzen- 
trationen von Ap.-Am. und Hb. hervorgerufen wire, ist falsch. 


Die gebundenen Am.- oder Ap.-Mengen entsprechen den maximalen 
in Bindung tretenden Polysaccharidmengen. 


Die Tatsache, daB die Bindung unabhangig von der Zusatzreihen- 
folge ist, also daB dieselbe Menge Ap., Am. und Hb. gebunden wird, unab- 
hangig davon, ob das Am. oder Hb. am Anfang des Versuchs und die 
andere Komponente nach 2 bis 3 Stunden Schiitteln zugesetzt wurde, 
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sprechen, wenn eine Kettenanordnung, wo das Ov. am Ende liegt, 
angenommen wird, fiir die Méglichkeit einer Entstehung sowohl von 
Ov. —Hb.—Am. wie von Ov.--Am.-—Hb. 

Am plausibelsten ist die erste Annahme einer Bindung durch zwei 
verschiedene Gruppen von Ov., obwohl der starke KinfluB sowohl von 
Am. wie Ap. auf die Hb.-Bindung fiir die Méglichkeit der dritten Kon- 
zeption spricht. Es kénnen also 


Oy Am.—Hb. 
‘SHb.—Am. 
und 
__Ap.—Hb. 
OVS Ab.— Ap. 


Komplexe entstehen. 


Besonders im Fall, wo das Ap. zugesetzt wird, kénnten wir eine 
Bindung von Ov. mit Ap durch die NH{-Gruppen annehmen. Ob diese 
Gruppen bei der Bindung mit Hb. teilnehmen, ist wenig wahrscheinlich. 
Besonders der EinfluB von Na,SO, zeigt, wie verschiedenartig die 
Bindungen Ov.—Ap. und Ov. —Hb. sind. 


Besonders interessant sind die Ergebnisse der Versuche, wo die 
Wirkung starker Konzentrationen von Glutin auf die Bindung Ov. ~Am. 
und Ov. —Ap. analysiert wurde. Sie zeigen, daB die Bindung Ov. —Poly- 
saccharid durch Glutinzusatz einer Verminderung unterliegt. Diese Ver- 
suche zeigen, dap ein EiweiBsol die Bindung E.-Gel mit dem Am. oder Ap. 
vermindert. 


Diese Erscheinung kann nur durch eine Bindung von GL-Sol--Am. 
oder Gl.-Sol—Ap. erklirt werden. Besonders gro} und stark ist die 
Wirkung des Glutins auf das Ov.-—-Ap. Anstatt 40% werden 16,5%, 
des Ap. gebunden. 

Es wurde also zum ersten Male eine Bindung von E.-Sol mit Poly- 
saccharidsol nachgewiesen. 

Es ist auch in diesem Fall plausibel, eine Bindung von Gl.---Ov.—Am. 
oder Gi.--Ov.—-Ap. anzunehmen. Aber auch Bindungen Ov.--Ap.—Gl. 
und Ov.—-Gl.—Ap. sind sehr wahrscheinlich, da Bindungen von Ov. —Ap. 
und Ap.—-Gl. nachgewiesen sind, wo die Bindungen durch starke 
heteropolare Kriafte hervorgerufen wurden. Da bei py 3 die Bindung 
Ov.—GI. durch Nebenvalenzen erfolgt, haben wir ein Drei-Komponenten- 
system, wo eine Bindungsart durch heteropolare, die andere durch 
Nebenvalenzen erfolgt. Wie viele Micellen ein Komplexindividuum 
bilden, ist unbekannt. 


In den Systemen Ov.-Gel-Adenosin wurde durch Glutinzusatz eine 
voneinander unabhaingige Bindung von Glutin und Adenosin beobachtet. 


Biochemische Zeitschrift Band 256. 7 
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Ob in diesem Falle Systeme Ad.—-Ov.— Gl. entstehen, bleibt in Frage. 
Die Komplexe Ov.—Ad.-- Gl. oder Ov.—Gl.— Ad. sind unwahrscheinlich, 
da keine Bindung von E.-Sol mit Adenosin nachgewiesen wurde. 


Zusammenfassend sehen wir, daB in Systemen, die einen EiweiBkor per 
im Gelzustande (Suspension) enthalten, dieses Gel als ein Zentrum von 
Mischkomplexen angesehen werden kann. 


Ks gibt Komplexe, wo 
A. zwei Komponenten in Bindung treten, und zwar: 
. zwei einfache EiweiBkérper, z. B. Ov.-Gel + Glutinsol, 
. EiweiB und Proteid, z. B. Ov.-Gel + Hamoglobin, 
. zwei Proteide: Casein + Hamoglobin, 
. EiweiB + Farbstoft, Ov.-Gel + Hamin, 
5. EiweiB + Polysaccharide (Amylopektin, Amylose, Glykogen, Dex- 
trine), 
6. EiweiB + Nucleinséure oder deren Abbauprodukte 


Who = 


B. drei Komponenten in Bindung treten: 
1. EiweiB + EiweiB + Potysaccharid (Ov.-Gel + GI.-Sol + Polys.), 
2. EiweiB + Polysaccharid + Proteid (Ov. + Hb. + Polys.), 
3. EiweiB + EiweiB + Nucleinsiure oder deren Abbauprodukte 
4. EiweiB + EiweiB + Proteid (Ov.—Gl.—Hb.). 


Was fiir Bestandteile in den Drei-Komponenten-systemen existieren, 
ist nicht bekannt. Sowohl Verbindungen von dem Typus, wo die 


Suspension im Zentrum 

; _—Sol A. 
Susp. 
————Sol B. 


oder wo die Suspension am Ende steht, also Suspensionen { 4), Sol B (€), 
Sol C (B) sind auch méglich. 


Auch die Zahl der Micellen, die einen Komplex bilden, ist nicht 
bekannt, sowohl drei Micellen als auch viele Micellen mit verschiedenen 
Zweigen 

B.—C.— —B.—C. 


ta 
A. B. —C.—B. 


¢ 
kénnen auftreten. Dies hangt wahrscheinlich von 1. der Konzentration 


der Komponenten und von ihren Eigenschaften ab. 2. auch das pg und 
3. die Salze iiben einen groBen EinfluB aus?. 


1 Die Systeme Ov.-Gel — Glutin— Amylopektin zeigen, da® lange Ketten 
oder stark verzweigte Systeme in diesem Falle nicht entstehen. 
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Auch die Natur der verbindenden Krafte ist sehr verschieden. 
Neben nachgewiesenen heteropolaren Bindungen (wie Ov.—-Poly- 
saccharid oder Ov.--Nucleinsiure) sind ganz wahrscheinlich Rest- 
valenzverbindungen sehr verbreitet. In demselben Komplex kénnen 
verschiedene Bindungsarten hervortreten (z. B. Ov.—-Gl.—Ap-. bei 
Pu 3). 

Unsere Untersuchungen zeigen gleichzeitig, daB die anwesenden 
EiweiBsole nicht nur keine Bindungsverminderung zwischen E.-Sus- 
pension und verschiedenen Kolloiden hervorrufen, sondern vielmehr 
die Bindung verstarken, ausgenommen den Fall, wo das E.-Sol das 
Kolloid bindet. 


Es wurde eine Bindung von Glutinsol mit Amylopektin oder 
Amylose beobachtet. 











Untersuchungen 
iiber den Naihrstoffgehalt einer mittelamerikanischen Bohnenart. 


Von 
P. Junkersdorf und K. Meyer. 
(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Bonn.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1932.) 


Die Leguminose ,,Phaseolus vulgaris’ wird in Mittelamerika 
in ausgedehntem MaBe angebaut. Nach M. Martinez! bildet ,,die 
schwarze Bohne‘‘ zusammen mit dem Mais die Grundlage der Volks- 
ernahrung in Mexiko. Sie kommt dort in iiber 200 Varietaten vor und 
wird noch in Héhenlagen bis zu 3000 m Héhe kultiviert. Aus ihrer 
vielfachen Verwendung in den verschiedensten Zubereitungsarten darf 
man schon mit Recht den SchluB ziehen, daB sie ein hochwertiges 
Volksnahrungsmittel ist. Ihr Gehalt an Nahrstoffen ist aber, soweit 
uns bekannt, bisher noch nicht naiher untersucht. 


Da nicht ausgeschlossen ist, daB diese Bohnenart auch fiir die 
europiische Volkserniherung von Bedeutung sein kénnte, um breiteren 
Schichten der Bevélkerung zu einer Verbesserung und Verbilligung 
der Ernahrung zu verhelfen, haben wir die chemische Zusammensctzung 
dieser Bohnenart genauer untersucht und berichten im folgenden 
zunachst kurz iiber ihren Nahrstoffgehalt. 


Das Material wurde uns von Herrn Herman Hecht zur Verfiigung 
gestellt?. Zur Untersuchung gelangte Material der Ernte 1930 und 1931. 


1 M. Martinez, Plantas utiles de la reptiblica mexicana. Mexiko 1923. 
2 Herrn Herman Hecht, der seit Jahren in El Salvador eine Farm fiw 
die Anzucht medizinisch wichtiger Pflanzen, die von Eingeborenen Zentral- 
Amerikas als Heilmittel gebraucht werden, betreibt, sei auch an dieser 
Stelle fiir die Zusendung der Bohnen und fiir manche interessante Mitteilung 
iiber ihre dortige vielfache kiichenmaéBige Zubereitung herzlichst gedankt. 
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I, Untersuchungsmethoden'. 


Zur Untersuchung wurden die Bohnen fein gemahlen und gesiebt. 

a) Bestimmung des Wassergehaltes. Das Mehl wurde zuerst 6 Stunden 
bei 100° und dann mehrere Stunden bei 105° bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. 


b) Fettbestimmung nach Polenske. 5 g Mehl wurden in einem Erlenmeyer- 
Kolben mit 25 ccm n/2 Salzsiure gemischt und mit aufgesetztem Kiihlrohr 
20 Minuten in kochendem Wasserbad erwairmt. Nach dem Erkalten wurden 
unter Kithlung 5cem Ammoniaklésung (spez. Gew. 0,96) und dann 20 cem 
Alkohol zugesetzt. Nunmehr wurde mit einem Gemisch aus 50 cem Ather 
und 50cem Petrolither ausgeschiittelt, 50cem der atherischen Lésung 
abfiltriert, das Lésungsmittel abdestilliert und der Riickstand 1 Stunde 
im Wassertrockenschrank getrocknet. 


c) Bestimmung des Stickstoffgehaltes nach Kjeldahl. 


d) Gehalt an Rohprotein wurde durch Multiplikation des Stickstoff- 
gehaltes mit 6,25 ermittelt. 


e) Bestimmung des verdaulichen EiweiBes. 2g Mehl wurden in einer 
Literflasche mit 490 ccm einer klaren Lésung versetzt, die im Liter 1 g 
Pepsin und 10 cem 25° ige Salzsiure enthielt. Die Flasche wurde dann in 
Thermostaten unter 6fterem Umschiitteln 48 Stunden auf ungefiahr 40° C 
erwarmt. Nach dieser Zeit wurde der Riickstand auf einer kleinen Nutsche 
gesammelt, mit warmem Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und der 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 


f) Gravimetrische Stdrkebestemmung nach G. Baumert. 3g Mehl wurden 
in einem Becherglas mit 5ccm Wasser gleichmaBig verrieben und unter 
stindigem Umriihren und Abkiihlen mit 10cem rauchender Salzsaure 
(spz. Gew. 1,19) versetzt, um die Zellwande zu lésen und die Starke frei- 
zulegen. Nach ungefihr '/, Stunde war der Brei infolge der Lésung der 
Starke dickfliissig geworden. Nunmehr wurde unter fortgesetztem Riihren 
und guter Kiihlung 20° ige Natronlauge im Uberschu8 zugegeben, wodurch 
die Farbe des Breis von Himbeerrot in Schwarzlichgriin umschlug. Der 
Inhalt des Becherglases wurde in einem 250-cem-MeBkolben gespiilt, unter 
Umschiitteln bis zur Marke aufgefiillt und nach dem Absetzen durch ein 
Faltenfilter filtriert. 25cem Filtrat wurden in einem Titrierkolben mit 
60 cem Alkohol vermischt und 2 Tage stehengelassen und alsdann der 
Niederschlag im Gooch-Tiegel gesammelt, zur Zersetzung des Starkenatriums 
mit salzséurehaltigem Alkohol gewaschen (3 ccm auf 20 ccm), dann nach- 
einander mit 80°,igem Alkohol, mit absolutem Alkohol und zuletzt mit 
Ather nachgewaschen. Der Gooch-Tiegel wurde mit Inhalt bei 105° ge- 
trocknet und gewogen, darauf in einem Frerichs-Ofen unter gelegentlichem 
Liiften gegliiht (zur Verbrennung der Kohle) und wieder gewogen. Die 
Differenz ergab das Gewicht an Starke. 


g) Bestimmung der Lecithin-Phosphorsdure. 25 g Mehl wurden viermal 
mit je 250cem absolutem Methylalkohol auf dem Wasserbad unter ganz 
schwachem Sieden und Umschiitteln je 3 Stunden extrahiert. Von den 
gesammelten Ausziigen wurde der Methylalkohol abdestilliert, der Riick- 


1 Die Untersuchung erfolgte nach ,,Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmethod.“, Abt. IV, Teil 8 (Nahrunge- und GenuSmittel). 
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stand mit 5ccm 20” ,iger alkoholischer Kalilauge nach Meissl verseift und 
die wasserige Seifenlésung in eine Platinschale gespiilt. Die Lésung wurde 
auf dem Wasserbad eingedampft, der Riickstand mit etwas Magnesium. 
acetatlésung eingetrocknet und verascht. Die Kohle wurde auf einem 
Filter gesammelt, mit Salpetersiure ausgezogen und ausgewaschen. Filter 
und Kohle wurden verascht, die salpetersaure Lésung hinzugegeben und 
dann zur Trockne verdampft. Darauf wurde in Salpetersdiure gelést, die 
Phosphorsaéure als Phosphormolybdansaure gefallt, nach dem Abfiltrieren 
und Auswaschen gelést und nach Fillung mit Magnesiamixtur als 
Magnesiumpyrophosphat zur Wagung gebracht. 


II. Analysenergebnisse. 


1. Bohnen der Ernte 1939. 


a) Wassergehalt. 18,7905 g Mehl verloren 2,0085 g an Gewicht = 10,69°, 
H,0O. 


Die folgenden Zahlen sind auf getrocknetes Mehl umgerechnet : 


b) Asche. 


Mehl, lufttrocken. . . . . . 1,0405g 1,1045 ¢ 
PND ie. ee teen <9 SS 0,039 g 
Prozentgehalt ...... . 3,95%, 3,98 %, 


Mittel 3,965° 


oO 


c) Stickstoffgehalt. 


Mehl, getrocknet. . . . . 1.1100g 1,0670 g 

vorgoiegt . 1. «+. +s - » 5 com 50 cemn/4H,S0O, 
zurtcktitriert . .... . 36,22 ,. 35,76 .. n/4 KOH 
N in Prozenten 4.49%, 4,55", 


Mittel 451°, 
d) Unverdaulicher Stickstoff. 


Mehl, lufttrocken. . .. 2.0¢ 2.0¢g 
vorgelegt .......30 ccm 30) ecemn/lO HC 
guriicktitriert .... . 25,07 ,, 25.07 ., n/l0O KOH 


N in Prozenten Mittel 0.3866 %, 


e) Fett. 
Mehl, lufttrocken. . . . 2.5¢ 2,5 ¢g 
Fettgehalt ...... 0,028¢ 1,25°., Fett 
f) Starke. 
Mehl, lufttrocken. . . . 0,3¢ 0.3 ¢ 
Starke ....... . 0,1074g¢ = 40,08% 


0,1076 g = 40,16, 
Mittel 40,12°,, 


g) Lecithin-Phosphorsdure (als P,Os). 


25 g lufttrockenes Meh] = 0,0622 g Mg,P,O, = 0.174%, 


a) W 


b) A 
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2. Bohnen der Ernte 1931. 
a) Wassergehalt. 3,048 g Mehl verloren 0,3686g an Gewicht = 10,82.°,, 
H,0O. 
b) Asche. 
Mehl, getrocknet. . . . 0,7662g¢ 0,7716 g 
PMO 53 - os s +.» ORE 0,0326 g 
4,229, 4,225 %, 
Mittel 4,227°,, 
c) Stickstoffgehalt. 
Mehl, getrocknet 0,9640, 9,9194, 1,3231, 0,9917, 1,0728, 0,9492 g 
vorgelegt n/4 


H,SO, 49,8, 49,8, 49,8, 49,8 42,0, 40,0 cem 
zuriicktitriert n/4 
KOH 38,5, 38,82 33.44 38,29 29,34, 28,45 ecm 


N in Prozenten 4,105, 4,183, 4,33, 4,206, 4,132, 4,261°, 


Mittel 4,203 °,, 
d) Unverdaulicher Stickstoff. 


Mehl, lufttrocken. . . . 2g 2g 

vorgelegt 25 ecem 25 cemn/l0 HgSO, 
surticktitriert ..... 21,27 ,, 21,22 ,, n/lOKOH 
N in Prozenten ... . 0,293°%, 0,296 °, 


Mittel 0,295°, 


e) Fett. 5g lufttrockenes Mehl lieferten 0,0384 bzw. 0,0382 g Fett. Mittel 
0,0383 g Fett = 0,86 


f) Starke. 
Mehl, lufttrocken. . . . 03g 0,3 ¢ 
0,1352 g 0,1356 g 
Starke in Prozenten . . 50,55°., 50,75 95 


g) Lecithinphosphorsdure. 25 g lufttrockenes Mehl lieferten 0,057 g Mg, P,0, 
= 0.163%. 


Zusammenfassung der analytischen Ergebnisse. 





Nahrstoffgehalt der Bohnen 


alte Ernte neue Ernte 
Ol, Clg 

Wassergehalt ‘rt nna % ce ; 10,69 10,82 
cS ee — P Ky 3,97 4,23 
DEP hn 8 ch ap 1,25 0,89 
Stickstoffgehalt. . . . Agee. 3 ae 4.51 4,20 
ae ee eee 28,19 26,25 
In Pepsin—Salzsaure losliches Protein . . . 25,75 24,43 
Verdauliches Eiwei8 in °)) des Gesamteiweibes 91,34 92.98 
TE dee etter hs eva ng: so, SK eS 40,12 50,65 
Lecithin-Phosphorsiure (als P,O,) . . . . 0,174 0,163 


Das EiweiB kommt in seiner Verdaulichkeit dem tierischen gleich. 
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Hiernach handelt es sich bei der ,,schwarzen Bohne** Mittelamerikas 
um ein hochwertiges eiweiB- und starkehaltiges Nahrungsmittel. 

In bezug auf den Eiweifgehalt iibertrif{{t die Bohne die einheimische 
um ein betrdchtliches und nihert sich der noch eciweiB- und fettreicheren 
Sojabohne. 

In Ziichtungsversuchen, die bereits im Gange sind, soll zunachst 
ihre Kultivierbarkeit und Ertragsfihigkeit festgestellt werden. Im 
AnschluB daran soll dann der Nahrstoffgehalt der hiesigen Ernte unter- 
sucht und hierbei insbesondere die biologische Wertigkeit ihrer Eiweib- 
stoffe sowie der Vitamingehalt beriicksichtigt werden. Hieriiber und 
iiber ihre Auswertung im Stoffwechselversuch soll spiter berichtet 
werden. 
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Uber den Einflu6 
der Monojodessigsiure auf die bakterielle Milchsaurebildung. 


Von 


Kurt Meyer. 


(Aus der Bakteriologischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1932.) 


Die fiir die Theorie der Muskelkontrak*ion so wichtig gewordene 
Beobachtung Lundsgaards'!, dab Monojodessigsiure (MJ E.) die Spaltung 
der Glucose in Milchsdure in arbeitenden Muskeln aufzuheben vermag, 
erfuhr eine wichtige und besonders allgemein biologisch bedeutungs- 
volle Erginzung durch die weitere Feststellung Lundsgaards*, dab 
MJE. auch die alkoholische Zuckervergirung durch Hefe hemmt. 
Da bei streng anaerobem Verlauf der Garung die Zuckermenge un- 
verindert bleibt, so verhindert die MJE. offenbar bereits die ersten 
Stufen des Zuckerabbaues. Wie bereits von Lundsgaard und noch iiber- 
zeugender von Yamasaki* wahrscheinlich gemacht wurde, ist es die 
Synthese des Glucosediphosphorsiureesters, die durch die MJE. ge- 
hemmt wird. 

Eine besonders wichtige Rolle spielt die Milchsiurebildung bei 
der bakteriellen Zuckerzersetzung. Nicht nur die als Milchsiurebakterien 
zusammengefaBten, die spontane Milchsiuerung hervorrufenden Mikro- 
organismen bauen Zucker zu Milchsaéure ab, sondern auch im Kohlen- 
hydratstoffwechsel der meisten anderen, besonders auch der pathogenen 
Bakterien, steht die Milchsiurebildung im Vordergrund. Es war daher 
von Interesse, zu untersuchen, ob auch die bakterielle Milchsaiure- 
bildung durch MJE. beeinfluBt wird. 


1 EF. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930. 
2 Derselbe, ebenda 220, 1, 1930. 
3 7. Yamasaki, ebenda 228, 123, 1930. 
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Bevor tiber einige in dieser Richtung unternommene Versuche 
berichtet wird, sei kurz auf zwei inzwischen erschienene Arbeiten ein- 
gegangen, die die gleiche Frage behandeln, aber fiir ihre eindeutige 
Beantwortung, wie mir scheint, nicht ausreichend sind. 

J. und S. M. Freld' priiften den Einflu8B der MJE. auf die Milchsaure- 
bildung aus Glucose durch Streptobact. casei. Sie setzten die MJE. zu dem 
bereits in Gang gekommenen Géiransatz und verfolgten die Saurebildung 
in bekannter Weise in der Warburgschen Anordnung. Es ergab sich, daB 
Dosen von tber 0,008°, die Saurebildung verlangsamten, solche von 
0,16°., sie ganz zum Stillstand brachten. 

Gegen diese Versuchsanordnung ist einzuwenden, daf nicht gepriift 
wurde, ob die Milchsaiurebakterien nicht etwa durch die MJE. abk- 
getétet werden. Bekanntlich ist bisher eine Milchsiurebildung nur 
mit lebenden Mikroorganismen erzielt worden. Sofern die MJE. in 
den verwandten Dosen bakterizid wirkt, muB daher natiirlich die 
Saurebildung zum Stillstand kommen, ohne daB daraus der SchluB 
gezogen werden kann, daB der ProzeB der Milchsaiurebildung als solcher 
elektiv geschadigt wird, wie es im arbeitenden Muske! der Fall ist. 

Hinsberg und Holland? untersuchten den Einflu8 der MJE. auf die 
spontane Milchséiuerung. Sie fanden, daB die MJE. eine Verzégerung und 
in gréBeren Dosen eine vollstandige Unterdriickung der Saurebildung und 
Gerinnung bewirkt. 

Bei diesen Versuchen scheint nicht geniigend in Rechnung gezogen 
zu sein, daB die Milchgerinnung die Resultante zweier Prozesse: 
der Vermehrung der von auBen in die Milch gelangten Milchsaure- 
bakterien und der von diesen Bakterien gebildeten Milchsiuremenge 
ist. Nun besitzt aber, wie unten gezeigt werden wird, die MJE. stark 
entwicklungshemmende Eigenschaften. Die ausbleibende oder ver- 
minderte Milchsaiurebildung wiirde sich also schon durch Unterdriickung 
oder Hemmung der Bakterienentwicklung erkliren lassen. In der 
Tat kann man, wie ja eigentlich selbstverstindlich, auch durch Anti- 
septica wie Phenol und Formaldehyd eine Hemmung der Milchsaure- 
bildung erreichen. 

Um eine Schidigung des Prozesses der Milchsiurebildung selbst 
nachzuweisen, muBte gezeigt werden, dab auch bei uneingeschrankter 
Lebenstatigkeit der Bakterien durch MJE. die Milchsaurebildung 
gehemmt wird. Sollte sich auch unter solchen Bedingungen eine 
Hemmung ergeben, so miiBte weiter festgestellt werden, ob es sich 
hierbei um eine spezifische Wirkung der MJE. handelt, wie es ja bei der 
Wirkung auf den Muskel zweifellos der Fall ist. Es miiBte also gepriift 
werden, ob anderen Bakteriengiften eine solche Wirkung nicht zukommt. 


1 J.u. S. M. Field, Proc. Soc. exp. Biol. a. Med. 29, 357, 1932. 
2 K. Hinsberg u. G. Holland, Klin. Wochenschr. 1932. 8. 1338. 
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Bei der Anordnung unserer eigenen Versuche lieBen wir uns von 
liesen Gesichtspunkten leiten. Zunachst schalteten wir, um die Versuchs- 
bedingungen zu vereinfachen, den Vermehrungsfaktor aus, indem 
wir die Bakterien in einer solchen Menge auf die Zuckerlésung einwirken 
lieBen, daB eine Vermehrung durch Teilung nicht mehr méglich war. 
Es ist bekannt, da jede Bakterienart in bestimmtem Milieu eine charak- 
teristische Zahl erreicht, tiber die hinaus eine Vermehrung nicht mehr 
stattfindet. 


Tm einzelnen sei zur Versuchsanordnung folgendes bemerkt. Als 
Versuchsfliissigkeit diente Fleischbouillon mit einem Gehalt von '/,"), 
Pepton und '/,",, Traubenzucker, die auf px 7,4 eingestellt war. Die Milch- 
saurebildung wurde durch Abnahme des pR gemessen. Von der umsténd- 
licheren direkten Milchséiurebestimmung durfte abgesehen werden, da 
bekannt ist, daB bei den Milchsaiurebakterien die Sauerung allein oder zum 
ganz iiberwiegenden Teile durch Milchséurebildung bedingt ist. 

Bei den kleinen in Betracht kommenden Mengen stellte die pr-Be- 
stimmung eine genauere Methode dar als die Titration. Sie wurde kolori- 
metrisch mit dem Hellige-Komparator unter Verwendung von Methylrot 
und Bromthymolblau als Indikatoren vorgenommen. Wir glaubten, uns 
fiir unsere Versuche mit dieser Methode begniigen zu kénnen. 


In dem durch das Pepton gepufferten Milieu konnte strenge Pro- 
portionalitat zwischen Saéuremenge und Abnahme des px nicht erwartet 
werden. Um einen Anhaltspunkt tiber die Bedeutung der px-Verainderung 
zu gewinnen, versetzten wir unsere Bouillon, nachdem ihr px aus spater 
verstandlich werdenden Griinden auf px 7,1 eingestellt war, mit bekannten 
Mengen Milchsaéure und bestimmten die sich so ergebenden py-Werte. Wie 
sich aus der Tabelle I ergibt, ist noch eine Siuremenge von 0,01°,, leicht 
nachweisbar und die Abnahme des px ist der Séuremenge wenigstens 
annahernd proporticnal. 


T'abelle I. 





Saurezusatz Pu der Bouillon Sdaurezusatz Pu der Bouillon 
0,09 % Milchsaure v2 0,07 % Milchsiiure 5.9 
0,01 % . 6.9 01 °%, ft 5.4 
0,02 % ‘ 6,8 0,15 °, : 4,7 
0,03 % " 6,6 0.2 % rs 44 
0,05 % ‘. 6.2 





Die Milchsaéurebildung kommt bei einem px von 4,3 bis 4,4 zum Still- 
stand. Die Verainderungen des px bewegten sich also in einem engen Bereich 
(7,2 bis 4,4). 

Zu allen Versuchen diente derselbe typische Enterococcenstamm, 
somit ein Vertreter der verbreitetsten Gruppe der Milchsaiurebakterien. 

Zunachst wurde die Saurebildung unter Ausschaltung der Bakterien- 
vermehrung gepriift. 


Roéhrchen von 4,5cem Bouillon wurden mit der maximalen, einer 
vollentwickelten 24stiindigen Kultur entsprechenden Bakterienmenge 
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beschickt. Die Bakterien waren aus 24stiindigen Traubenzuckerbouillon- 
kulturen durch Zentrifugieren gewonnen und zur Befreiung von Saure 
resten zweimal mit NaCl-Lésung gewaschen. Trotzdem setzten sie das 
px der Bouillon etwas herab, so da der Ausgangswert der Versuchsréhrchen 
zwischen pur 6,9 und 7,1 lag. 

Sodann erfolgte Zusatz von MJE. als Natriumsalz in fallenden Mengen. 

Als Spezifitatskontrollen dienten Reihen, die mit fallenden Mengen 
Phenol und Formaldehyd, also zwei Antisepticis ganz verschiedenen 
Charakters, versetzt waren. Uberall wurde ein Gesamtvolumen von 5 cem 
hergestellt. Die Réhrchen wurden im Wasserthermostaten von 37° gehalten. 

Zur pu-Bestimmung wurde den Réhrchen nach bestimmten Zeiten 
etwa I] ccm entnommen, im Wasserbad zwecks Abtétung der Bakterien 
erhitzt und durch Zentrifugieren von diesen befreit. 

Die Konzentration an MJE., Phenol und Formaldehyd ist in den 
Tabellen in Molen ausgedriickt. Molare Lésungen entsprechen bei MJE. 
18,8 = rund 20°, beim Phenol 9,4 = rund 10°, beim Formaldehyd 3°,,. 
Beim Formaldehyd wurde vom kéauflichen Formalin ausgegangen, dessen 
Konzentration zu 30°, angenommen wurde. 

MJE. und Phenol verainderten das px der Bouillon nicht; dagegen 
wurde es durch Formalin, obgleich dieses vorher neutralisiert war, nicht 
unerheblich herabgesetzt. Ob dies nur durch die Bindung der Aminogruppen 
des Peptons und das dadurch bewirkte Freiwerden von Sauregruppen 
bedingt war, oder ob noch andere Prozesse eine Rolle spielten, bleibe dahin- 
gestellt. Jedenfalls war es notwendig, in jedem Formaldehydréhrchen das 
Ausgangs-py zu bestimmen. Von der bei den kleinen Mengen schwierigen 
Wiederherstellung des urspriinglichen px sahen wir ab, da es sich ja fiir uns 
nicht um die absoluten Werte, sondern um die Abnahme des px handelte. 
In der Tabelle II ist eine Versuchsreihe wiedergegeben, in der die Saéure- 
bildung nach 3, 6 und 24 Stunden bestimmt wurde. Andere Versuche hatten 
ein ahnliches Ergebnis. 


Tabelle II. 





Monojodessigsiure | Phenol Formaldehyd 

ae ee ee eee | 

mol. 0; 3 6 | 2]; mol. | 0] 3 6 ; 24 mol. 0; 3|] 6 | 2% 
Ysoo0 TL) %L{% 21 TL] Yoo || 711 7,1| 7,017,211 ooo || 6,2 | 6,2 | 6,2) 6,2 
/10000 7,1 6,8 6,5 | 6,5 Noo 71 5,4 5,2 5,1 1/000 6.6 6.4 6.3 6,2 
1/39.000 y & 6,5 6,4 | 6,2 1/50 7.4 4.8 4.6 4.4 1/5000 6,8 6,3 6,2 6,1 
50000 = 71 | 6,2 | 6,0 | 5,8 oo «= 4,4 ‘Meoog | 6,9 | 5,9 | 5.8 | 5,3 
100 000 7,1 6,0 5.9 5,8 I /10000 7,1 | 53 4.6 4,4 
/200000 7,1, 5,7 5,5 5,2 | /e0 000 7,1 | 4,7 4.4 
Nso0000 7,1, 5,4 5,3 5,3 | ‘sooo 71 | 4,4 
"900000 7,1 5.0 4,8 4,4 
‘ooo0000 7,1 4,8 4,4 

6000000 7,1 | 4,4 


Aus der Tabelle II ist ersichtlich, daB MJE. noch in m/5000 Kon- 
zentration die Saiurebildung voéllig unterdriickt. Vom Phenol ist hierzu 
eine m/10 Konzentration notwendig, vom Formaldehyd eine m/500. 
Obgleich schon hieraus eine sehr starke, der der anderen Antiseptica 
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iiberlegene Wirkung der MJE. hervorgeht, erhalten diese absoluten 
Werte ihre wahre Bedeutung erst, wenn man sie in Vergleich setzt 
zu der Starke der abtétenden Wirkung der gleichen Substanzen. 

Diese wurden in besonderen Versuchsreiher in der Weise bestimmt, 
daB von Réhrchen, die in gleicher Weise mit den Enterocoeccen und 
den Antisepticis in verschiedener Konzentration beschickt waren, in 
bestimmten Abstinden mit der Platinése Proben entnommen und auf 
Blutagarplatten ausgestrichen wurden. In der nachfolgenden Tabelle I] 
sind die am besten einen Vergleich erméglichenden Konzentrationen 
zusammengestellt. 

Tabelle III. 





Einwirkungszeit 


5’ a 40" in “15 30’ 60’ 120’ 
m/10 Jodessigsture. . +++ ++ + t ‘ 
m/10 Phenol .... | +++ | +++ ++ + | —- 
m/500 Formaldehyd . | +++ r+ a : = 


Es bedeutet +++ zusammenhangender Kulturstrich, 
++ konfluierende Kolonien, 
+ zahlreiche Kinzelkolonien, 
+ sparliche Kolonien, 
— kein Wachstum. 


Wir sehen, daB nach | Stunde vollige Abtétung erfolgt war bei 
MJE. durch eine Konzentration von m/10, beim Formaldehyd durch 
m/500, wihrend von Phenol eine m/10 Lésung noch keine vollige 
Sterilitat bewirkt hatte. Trotzdem méchten wir diese Konzentration 
beziiglich ihrer Wirkung den vorher genannten MJE.- und Form- 
aldehydlésungen gleichsetzen, da eine absolut genaue Bestimmung 
des Vergleichswertes schwierig und fiir unsere Zwecke nicht erforder- 
lich ist. 

Vergleichen wir nunmehr die so erhaltenen ,,Abtétungswerte** 
mit den Konzentrationen, die wir fiir die Unterdriickung der Saure- 
bildung festgestellt haben, so sehen wir, daB bei Phenol und Form- 
aldehyd beide Werte zusammenfallen. Die Unterdriickung der Saure- 
bildung wird man also hier auf das Absterben der Bakterien zuriick- 
zufiihren haben. Im Gegensatz dazu geniigt von MJE. "so der zur Ab- 
tétung erforderlichen Menge, um die Sdurebildung aufzuheben'. 


1 Der Zuckerabbau als solcher wird unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen nicht ganz aufgehoben. Bei vélliger Unterdriickung der 
Saurebildung war in einem Versuch die Zuckermenge von 0,57, nach 
6 Stunden auf 0,41 %, nach 24 Stunden auf 0,37 ’., gesunken. Wahrscheinlich 
war dieser Abbau auf oxydativem Wege erfolgt. 
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An der spezifischen Wirkung der MJE. ist hiernach nicht zu zweifeln. 
Noch eindrucksvoller tritt diese Spezifitat hervor, wenn man die ab- 
tétende Dosis mit der kleinsten Menge vergleicht, die bei der gewihlten 
Versuchsanordnung tberhaupt noch eine hemmende Wirkung auf die 
Saurebildung erkennen laBt. Der Unterschied in der Wirkung der 
drei Substanzen macht sich bei dieser Berechnungsweise deswegen noch 
schirfer geltend, weil, wie aus der Tabelle auf den ersten Blick er- 
sichtlich, die Beeinflussung der Sdurebildung bei MJE. sich iiber einen 
weit gréperen Konzentrationsbereich nach unten hin ausdehnt als beim 
Formaldehyd und besonders beim Phenol. 


Das Verhialtnis von Grenzwert der Abtétungs- und Hemmungs- 
wirkung berechnet sich bei MJE. auf 200000: 1, bei Phenol auf 5: 1, 
bei Formaldehyd auf 40:1, d.h. auf gleiche abtitende Wirkung bezogen 
ist die Hemmungsuirkung bei der MJE. 5000mal starker als beim Form- 
aldehyd und 40000 mal stdrker als beim Phenol. 

Da die einfache Ausstrichmethode nur eine ganz ungefaihre Vor- 
stellung von der Keimverninderung im Laufe des Versuchs gibt, wurde 
in einer Versuchsreihe die Keimzahl jener Réhrchen, in denen die Saure- 
bildung véllig aufgehoben war, nach 3 Stunden im Plattenverfahren 
direkt bestimmt. Es ergab sich, daB zu dieser Zeit bei Formaldehyd 
véllige Sterilitat, bei Phenol eine Verminderung der Bakterien auf 
mindestens *'/ 9999 eingetreten war. Dagegen hatte MJE. nur eine 
Abnahme auf etwa den vierten Teil bewirkt. Es ist klar, daB diese 
geringe Verminderung, die zudem erst im Laufe der 3 Stunden all- 
mahlich erfolgt war, fiir die Unterdriickung der Siurebildung nicht 
in Frage kommen kann. 


Immerhin kénnte gegen die Beweiskraft dieser Versuchsanordnung 
der Einwand erhoben werden, daB die Bakterien zwar nicht abgetétet, 
daB aber unter dem EinfluB der Saure ihre Stoffwechselvorginge ganz 
allgemein zum Stillstand gekommen seien. Ein solches Latenzstadium 
des Lebens ist ja bei Bakterien bekannt. Ein zwingender Beweis fiir 
die elektive Hemmungswirkung der MJE. auf die bakterielle Milchsdure- 
garung wire erst erbracht, wenn sich zeigen lieRBe, daB die Saurebildung 
ausbleibt, obgleich die Bakterien ahnlich eindeutige Zeichen ihrer 
Lebenstatigkeit erkennen lassen, wie sie die Kontraktionen des durch 
MJE. vergifteten Muskels darstellen. Solcher Lebensmerkmale stehen 
fiir die Bakterien nicht viele zur Verfiigung. Der Atmungsvorgang 
diirfte wohl nicht als sicheres Zeichen des Lebens anzusehen sein, da 
ja auch tote Zellen gewisse Zeit lang noch Atmung zeigen kénnen. 
Ein charakteristisches Lebensmerkmal ware das Erhaltenbleiben von 
Bewegungsvorgangen. Dieses Merkmal kommt bei den unbeweglichen 
Milchsiurebakterien nicht in Frage. Das untriiglichste Kennzeichen 
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des Lebens ist aber sicher die Vermehrung als Ausdruck ungestérter 
Assimilation. Es wurde daher untersucht, ob Dosen der MJE., die 
noch eine Vermehrung der Bakterien zulassen, die Saurebildung beein- 
flussen. 

Zur Priifung dieser Frage wurde eine Versuchsreihe angesetzt, in der 
Traubenzuckerbouillonréhrchen, die fallende Konzentrationen MJE. ent- 
hielten, mit einer geringen Menge Enterococcen beeimpft, im Thermostaten 
gehalten und auf Bakterienentwicklung und Saurebildung beobachtet 
wurden. Gleichzeitig wurden entsprechende Reihen mit Zusatz von Phenol 
und Formaldehyd angesetzt. 

Das Ergebnis eines solchen Versuchs ist in der Tabelle IV wieder- 
gegeben. 

Tabelle IV. 








Konzentration Phas og ye Paes 
24Std. 48 Std. 72 Std. | 96 Std. 
Moso9 mol. 7,3 7 7,3 7,3 
1/5000 e ? 7,1 6.9 6,7 6,2 
t 10 000 . + 6.8 6.7 6.4 59 
Moq000  » ++ 6.4 6.2 59 5.5 
Monojod- 50000» +++ 6,2 5,9 5,8 5,8 
essigsaure 1/s00000 » +++ 5,8 5,3 5,3 
‘/200000 » ++4 5,5 5,5 5,5 
1/500000 + +++ 5,2 5,2 5,2 
1/; 000.000 ” +++ 4 9 4,8 4 8 
1/3 900 000 » +++ 44 
| Noo '. 7,3 7.3 
1 RAK 4 
Phenol 0» > i. a ae 
50 ” ’ ’ 
| 1/500 ” +++ 44 
| 60000 7,3 7,3 
Formaldehyd 1/,00000 » +t 4.6 
1 200000 » + + + 


Zu der Tabelle ist zu bemerken, daB die Saéurebildung zum gréBten 
Teile bereits in den ersten 24 Stunden erfolgt. Bisweilen kommt sie schon 
nach 24 Stunden zum Stillstand, in anderen Fallen zieht sie sich bis zu 
96 Stunden hin. Wir sind den Ursachen dieser UnregelmaéBigkeiten, die 
bei fast allen Versuchen zu beobachten waren, nicht nachgegangen. 

Aus der Tabelle IV sind zunachst die Mengen ersichtlich, die noch 
die Entwicklung der Bakterien verhindert hatten. Wir sehen, da die 
MJE. noch in sehr weitgehenden Verdiinnungen wirksam ist (m/2500 
bis m/5000)!, viel stirker als Phenol (m/20) und nur 20 mal schwacher 


! Meist hemmt die MJE. noch in m/5000 Konzentration die Bakterien- 
entwicklung voéllig. Der in der Tabelle 1V wiedergegebene Versuch stellt 
eine Ausnahme dar. 
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als Formaldehyd (m/50000), der sie hinsichtlich der abtétenden 
Wirkung um das 50fache ibertrifft. 


Die uns hauptsichlich interessierende Frage ist aber, ob dort, wo 
Bakterienentwicklung eingetreten, noch eine Hemmung der Saure- 
bildung zu erkennen ist. Das ist bei der MJE. unzweifelhaft der Fall. 
Wir wollen zunachst von den ersten Réhrchen absehen, wo die Bak- 
terienentwicklung noch mehr oder weniger gehemmt ist. Hier kénnte 
die verminderte Saurebildung auf die geringere Zahl der anwesenden 
Bakterien bezogen werden. Aber auch dort, wo, nach der Triibung zu 
urteilen, das Bakterienwachstum ganz ungestért ist -- in einer Versuchs- 
reihe wurde dies durch direkte Auszihlung der Keime kontrolliert —, 
ist die Hemmung der Sdurebildung deutlich zu erkennen. Sie ist noch in 
einer Verdiinnung 1: 1000000 mol. nachweisbar. Beriicksichtigt man, 
daB das Zwanzigfache dieser Menge die Bakterienvermehrung nicht 
mehr merklich beeintrachtigt, so darf man als erwiesen ansehen, daB 
auch die Sdurebildung sich vermehrender, also in voller Lebenstétigkeit 
hefindlicher Bakterien durch MJE. gehemmt wird. 


Demgegeniiber ist es bemerkenswert, daf Phenol und besonders 
Formaldehyd, sowie sie iiberhaupt eine Vermehrung der Bakterien 
zulassen, die Saurebildung in ganz geringem MaBe hemmen und in 
nur etwas gréBeren Verdiinnungen iiberhaupt keinen Einflu8 mehr 
erkennen lassen. Auch hierin zeigt sich wieder die spezifische Wirkung 
der MJE. auf die Sdurebildung!. Eine vollstandige Unterdriickung 
der Saurebildung ist allerdings auch bei der gréBten mit der Bakterien- 
vermehrung vereinbaren Menge von MJE. nicht zu erreichen. In 
dieser Hinsicht besteht ein Unterschied zwischen der bakteriellen Milch- 
siurebildung und der Zuckervergirung durch Hefe, die nach Cayrol 
und Genevois® bei fast ungestértem Wachstum der Hefe durch Mono- 
bromessigsdure véllig aufgehoben wird. Es scheint, daB die Milchsaure- 
bakterien fiir den Aufbau ihrer Leibessubstanz auf die anoxydative 
Zuckerspaltung strenger angewiesen sind als die Hefe. 


Mit einigen Worten sei noch auf die Bedeutung eingegangen, die 
unseren Feststellungen vielleicht fiir die Theorie der Desinfektions- 
wirkungen zukommt. In dieser Hinsicht scheint bemerkenswert, dab 
sich der Ubergang von absoluter Hemmung zu ganz ungestérter Ent- 


1 DaB die Grenzwerte, die noch eine Wirkung auf die Saurebildung 
erkennen lassen, beim Entwicklungshemmungsversuch sich als etwas gréBer 
ergeben als bei der ersten Versuchsanordnung, erklart sich dadurch, daB 
pu-Unterschiede, die nach 3 oder 6 Stunden noch erkennbar sind, sich 
innerhalb 24 Stunden ausgleichen. 

2 P. Cayrol u. L. Genevois, C. r. Acad. Scienc. 192, 1494, 1932. 
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wicklung bei MJE. iiber einen erheblich gréBeren Konzentrations- 
bereich erstreckt als bei Phenol und Formaldehyd. Wabhrend bei MJE. 
die erste Spur von Wachstum in der Regel bei m/5000, nur ausnahms- 
weise bei m/2500, volle Entwicklung dagegen erst bei der mindestens 
zehnfach geringeren Menge eintritt, ist beim Phenol und beim Form- 
aldehyd eine teilweise Hemmung iiberhaupt nicht nachweisbar. Man 
darf die Erklarung vielleicht darin suchen, daB die Giftwirkung der 
MJE. eben nicht die gesamte Zelle trifft, sondern nur eine Teilfunktion, 
den Energiegewinn auf Kosten des Zuckerabbaues. Es wird daher die 
Vermehrung der als Ganzes nicht geschidigten Zelle sofort einsetzen, 
sobald iiberhaupt der Zuckerabbau méglich wird, aber dann nur in 
gleichem MaBe zunehmen wie dieser selbst, der ja mit sinkender Menge 
der MJE. viel langsamer seine volle Héhe erreicht, als dies bei Form- 
aldehyd und Phenol der Fall ist. 


Vielleicht steht mit der elektiven Hemmungswirkung der MJE. 
auf den Zuckerabbau auch die Erscheinung im Zusammenhang, daB 
die Spanne zwischen abtétender und entwicklungshemmender Wirkung 
bei ihr auffallend groB ist. Verhalt sich doch bei der MJE. die ab- 
tétende zur entwicklungshemmenden Konzentration wie 500 : 1, wihrend 
das Verhiltnis beim Formaldehyd 100: 1 und beim Phenol sogar nur 
2:1 ist. Man wird sich vorstellen kénnen, daB durch die isolierte 
Lihmung eines einzelnen Stoffwechselvorganges, wie sie die MJE. 
bewirkt, die von der ungestérten Assimilation abhingige Vermehrung 
der Bakterienzelle noch durch Dosen gehemmt wird, die weit unter- 
halb jenen liegen, die das Bakterium im ganzen schadigen und 
seinen Tod herbeifiihren, wahrend bei Giften, die die gesamte Zelle, 
etwa durch Zerstérung lebenswichtiger Strukturen, treffen, die 
entwicklungshemmende Dosis mehr oder minder nahe der abtétenden 
liegen wird. 


Bekanntlich zeigt die Spanne zwischen entwicklungshemmender 
und abtétender Dosis bei den einzelnen Desinfizienten sehr erhebliche 
und fiir die praktische Anwendung bedeutungsvolle Unterschiede. 
Eine Ursache ist hierfiir bisher nicht bekannt. Vielleicht geben 
unsere Beobachtungen einen Hinweis, wie man der Lésung dieser 
Frage niherkommen kann. 


Zusammenfassung. 


Monojodessigsiure hemmt die bakterielle Milchsiurebildung aus 
Glucose in Mengen, die weit unter der abtétenden Dosis liegen und 
keine allgemein schidigende Wirkung auf die Bakterien ausiiben, wie 
daraus folgt, daB auch die Saurebildung sich vermehrender, also in 
voller Lebenstatigkeit befindender Bakterien gehemmt wird. Die 
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Hemmungswirkung ist also gegeniiber der bakteriellen Milchsaure- 
bildung ahnlich elektiv wie gegeniiber der Milchsaiurebildung des ar- 
beitenden Muskels. 

Die Hemmungswirkung ist fiir die Monojodessigsiure spezifisch, 
da andere Gifte, wie Formaldehyd und Phenol, die Milchsaiurebildung 
nur in Dosen, die der abtétenden Konzentration naheliegen, hemmen 

Durch die elektive Hemmungswirkung der Monojodessigsiure 
auf den isolierten Stoffwechselvorgang des Zuckerabbaues diirfte sich 
die Tatsache erkliren, daB bei ihr die Spanne zwischen entwicklungs- 
hemmender und abtétender Konzentration weit gréBer ist als bei 
Formaldehyd und Phenol. 
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Zur physikalischen Chemie der Adenosintriphosphorsiuren. 


Von 
Fritz Eirich und Wilhelm Filz. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie und dem Institut fiir 
medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademic der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Beider Darstellung der Adenosintriphosphorsaure (AT P) aus \\ arm- 
bliitermuskulatur nach der Methode von Barrenscheen-Filz' in Anlehnung 
an die von Fiske-Subbarow ausgearbeitete Methode? wird ein Silbersalz 
von der Bruttoformel C,)H,,0,,N;P;Ag, erhalten, die sich in die Formel 
C19 H,; O12 N; P3 Ags - H,O auflésen laBt. Behandlung mit Eisessig-Nitrit 
fiihrt zu einem Silbersalz der Formel C,)H,,0,,N;P,Ag,.H,O, das 
auch bei der Isolierung aus menschlichen Erythrocyten erhalten wurde. 


Werden diese beiden Silbersalze durch Schwefelwasserstoff zerlegt, 
so erhalt man daraus zwei in Hinblick auf die biologische Wirksamkeit 
verschiedene Sauren®, die wir weiterhin kurz als 3-Silberséure und 
4-Silbersiure bezeichnen. 


Barrenscheen und Filz machten in ihren Ausfiihrungen* nach- 
stehende Strukturformen fiir die Adenosintriphosphorséuren sehr 
wahrscheinlich und nehmen als Erklirungsversuch des Unterschiedes 
zwischen den beiden, den zwei verschiedenen Silbersalzen zugrunde- 
liegenden Saureformen fiir die 3-Silbersiure eine esterartige Bindung 


' Diese Zeitschr. 250, 281, 1932. 

2 Sience 70, 1816, 1929. 

3 Vgl. die Untersuchungen von Barrenscheen u. Miilier, sowie Barren- 
scheen u. Braun, diese Zeitschr. 258, 408, 414, 1932. 

4 Dieselben, 1. ¢. 
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zwischen einer Phosphorsiuregruppe und einer alkoholischen Gruppe 
des im Molekiil erhaltenen Riboserestes an. 


OH 1. 
~OH 


data ee 

O=Pon OH 
H OH OH H 

CH C—N——C—C—C—C.-CH,-0-P=0 


0--P< 





H H 
| CH 0— OH 
N——C—N 
, OH II. 

- " O= Pon 
1 ) at ~p. OH 
a OH 
| H OH| H | 
CH C—N C—C—C—C-CH,-O-P=O 
H H | | 

CH O OH 
N C—N 


Da als saure Gruppen in unseren Sauren nur die der Phosphor- 
siurereste in Betracht kommen, von denen eine im Falle der ange- 
nommenen Veresterung verschwinden miiBte, so miiBten sich die beiden 
Sauren in ihrer Basizitét um eine Wertigkeit unterscheiden. Die freie 
Saiure des 3-Silbersalzes wire demnach fiinfbasisch, die des 4-Silber- 
salzes sechsbasisch. Einer Anregung H. K. Barrenscheens folgend war 
es nun der Zweck dieser Untersuchung, die Wertigkeit dicser beiden 
Sauren auf physikochemischem Wege festzustellen. 

Wir bedienten uns dazu der konduktometrischen und _ potentio- 
metrischen Titration. Dabei hat sich gezeigt, daB ——- nach Auffindung 
der giinstigsten Verhaltnisse -—- beide Methoden sich mit nahezu dem- 
selben Erfolg verwenden lassen. Es war ferner die Gegeniiberstellung 
der durch diese beiden Methoden gewonnenen Kurven, welche, in diesem 
Umfange zum ersten Male durchgefiihrt, die Vorginge bei der Neutra- 
lisation hCherwertiger Siuren sehr veranschaulicht und die Berechnung 
der Dissoziationskonstanten wesentlich erleichtert hat. 


Methodik. 


a) Leitfahigkeitstitration. Die zur Untersuchung gelangende Substanz 
stand jedesmal in Mengen von 3 bis 4ccem einer 5. 10-? mol. Lésung zur 
Verfiigung. Daher wurde héchstens n/10 Lauge als Titrierfliissigkeit 
verwendet, um bei méglichst geringer Verdiinnung eine Genauigkeit von 
+ 1°, einzuhalten. Titriert wurde in einem Jenaer Leitfahigkeitsgefab 
von der Kapazitit 0,27 im Thermostaten bei 25° (+ 0,02) unter Einhaltung 
gleicher Zusatzmengen und Zeiten. Die gefundenen Leitfahigkeitswerte 
wurden in der iiblichen Weise unter Vernachlassigung einer eventuellen 
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Anderung der Aktivitatskoeffizienten proportional der stattgefundenen 
Volumsvermehrung korrigiert. Die gefundenen Punkte lagen fast aus- 
nahmslos mit groBer Genauigkeit auf Geraden. 

b) Potentiometrische Titration. Sie erfolgte gleich danach mit einer 
zweiten Probe derselben Lésung und wurde zur Vermeidung der hier schwer 
zu korrigierenden Volumsvermehrung mit n Natronlauge durchgefiihrt, 
da die in diesem Falle erreichte Genauigkeit von + 5 ’,, volistandig geniigt. 
Nach mehreren vergeblichen Versuchen mit Tauchelektroden, die sich 
nicht bewahrten, wurden die Titrationen in einer Elektrode, die eine ab- 
geinderte Paulische Wasserstoffelektrode darstellt. mit sehr gutem Erfolge 
durchgefiihrt. 

Die erste Sattigung er- 


folgte dabei wie immer durch t - 
mehrmaliges Durchleiten von <i Priel 
Wasserstoff und zwischen- a - 

durch Schiitteln der ver- a / ae P 
schlossenen Elektrode. Die a 

Zugabe der Titrierfliissigkeit ns 

und die Messung selbst er- “4 

folgte bei durchstr6mendem a y/, 

Wasserstoff, wobei das Ein- / 

leitungsrohr nicht in die / 


konstante Einstellung des 
Potentials ist nach langstens 
2 Minuten erreicht. 


Fliissigkeit tauchen darf. Die Yi // // ‘x 
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Ausgefiihrte Versuche. 


Die zuerst an den 
Silbersalzen und den daraus 
freigesetzten Sauren durch- 
gefiihrten Titrationen liec- 
ferten keine eindeutigen 
Resultate. Die Ursachen 
dafiir lagen in der leichten 
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Zersetzlichkeit der Salze, Nah - 

die in Lésung nachweislich ms. 

in wenigen Stunden an- Kurven der potentiometrischen (/’) and kondukto- 
organisches Phosphat ab- metrischen (A) Titration der 4-Ag-Siure. 


spalten, ferner in der 

Schwierigkeit, die Lésungen véllig frei von Salpetersiure zu erhalten, 
schlieBlich in der Empfindlichkeit der zuerst noch zu verdiinnt dar- 
gestellten Saiuren gegen das Alkali des Glases. 

Nach Uberwindung dieser Schwierigkeiten wurden die weiteren 
Titrationen konduktometrisch und potentiometrisch an den freien Sauren 
ausgefiihrt. Die beigegebenen Abb. 1 und 2 stellen die entsprechenden 
Kurven einander gegeniiber. Es wurden jedesmal je 4 ccm der Sauren, 
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und zwar einer 0,0085 und 0,00085 mol. 4-Silbersiure und einer 
0,009 mol. 3-Silbersiure mit 1 bzw, 0,106 bzw. 0,011 n Lauge titriert (siche 
Abb. 1, Kurven 1,, ly, 2p und 2,, Abb. 2, Kurven 3, und 1,, Abb. 2, 
Kurven 3, und 1,). Ferner wurden Titrationen der beiden Siure- 
formen mit Barytlauge ausgefiihrt (Abb. 3, Kurve 4,, 5,) und endlich 
die durch Umsetzung mit Natriumchlorid gewonnenen Natriumsalze 
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Abb. 2. 


Kurven der potentiometrischen (3?) und konduktometrischen (3 A) Titration der 3-Ag-Siure, 


den Kurven der 4Ag-Siure (1 P und 1X) gegeniibergestellt. 
6P und 6 K = Potentiometrische und konduktometrische Titration des Na-Salzes der 3-Ag-Saure. 


zu titrieren versucht (Abb. 2, Kurven 6,, 6p). Alle in den Kreis 
unserer Betrachtur gezogenen Kurven und Resultate waren streng 
reproduzierbar. 


Es zeigten nun die konduktometrischen Kurven der 4-Silbersaure 
unverkennbar fiinf Knicke, die dazugehérigen potentiometrischen drei 
deutliche und einen schwicher ausgeprigten Sprung der py-Werte. 
Die konduktometrische Kurve der 3-Silbersiure weist vier Knicke und 
die potentiometrische zwei deutliche und einen angedeuteten Sprung 
der pa-Werte auf. Diese Ergebnisse erscheinen gesichert durch dic 
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Reproduzierbarkeit der Kurven in allen Details, weiter durch das 
Auftreten von Kurven desselben Typus auch in der zehnfachen Ver- 
diinnung, auBerdem durch die Ubereinstimmung der konduktometrisch 
und potentiometrisch gefundenen verbrauchten Laugenmengen und 
nicht zuletzt durch die Tatsache, daB der jeweils durch die einzelnen 
Unstetigkeiten der Kurve angezeigte Laugenverbrauch innerhalb der 





G2 = gs Q7s | 428 «| «4S WK) 175c0m 
& if a te ae ee b, saps 
0 95 w 6 , 40 o 30 GR) 35 com 
34: 10° n Ba(OAp 

Abb. 3. 


Konduktometrische Titration der 4-Ag-Séure (4 A) und 3-Ag-Séure (5 A) mit Barytlauge. 


Fehlergrenzen ein ganzzahliges Vielfaches der aus der Molaritat zu 
berechnenden Laugenmenge fiir ein Aquivalent ausmacht. 
Jede zur Untersuchung gelangende Probe war vorher analysiert und 


auf ihre Reinheit, besonders auf Nitrat- und Phosphatfreiheit gepriift 
worden und wurde immer méglichst frisch nach der Darstellung titriert. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Bei der Betrachtung der Kurven fallt vor allem auf, daB die Neutra- 
lisation in zwei ganz verschiedenen Stufen erfolgt. Bis zu einem ersten 
Knick verlauft sie nach dem Typus einer starken Saure, in dem darauf- 
folgenden Teil der Kurve als eine Summe nacheinander titrierbarer 
schwacher Séuren. Dabei deutet der regelmaBige Unterschied im 
Anstiegswinkel der einzelnen Kurvenaste auf eine regelmaBige Anderung 
der Aquivalentleitfahigkeiten mit zunehmender Wertigkeit des Molekiils. 


Weiter ist die Proportionalitat der durch die einzelnen Knicke 
angezeigten Laugenmengen von Wichtigkeit. So ergibt Kurve 1, 
einen scharfen Knick bei 0,64 ccm Lauge entsprechend einer Normalitat 
von 1,69. 10-2, d. i. das Doppelte von 8,45. 10 3 n, wahrend die Stick- 
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stoffanalyse eine Molaritét der Lésung von 8,5. 10 * erwarten lieB. 


Ein zweiter Knick liegt bei 0,96 cem entsprechend dem Dreifachen der 


Molaritaét usw. bis zum fiinften Knick, dem Ubergang in die Laugen- 
gerade bei 1,83 ccm verbrauchter Lauge, entsprechend dem Sechsfachen 
der analytisch gefundenen Molaritat. Die Tabelle I bringt eine Gegen- 
uberstellung der fiir die Neutralisation berechneten und gefundenen 
Werte. 
Tabelle I '. 
leem ATP. aus 4-Ag-Salz (3,40. 10-2m) + 3 cem Wasser, titriert mit NaOH 
(1,06. 10-' n). 





Verbrauch Molarit&ét 


eem NaOH gefunden “berechnet — 


0,33 3,50. 10-2 3,40. 10-2 
0,64 6,78. 10-2 6,80.10-2 
0,96 10,18. 10-2 10,20. 10-2 
1,27 13,46. 10-2 13,60. 10-2 
1,56 16,54. 10-2 17,0 .10-2 
1,83 19,50. 10-2 20,40. 10 2 


Am genauesten 1aBt sich immer das Ende der Neutralisation der 
stark sauren Gruppen erkennnen, wenn diese auch manchmal, wie in 
solchen Fallen sehr haufig, bei der konduktometrischen Titration etwas 
zu frih angezeigt wird. Fast ebensogut sieht man die Absaittigung der 
schwiachsten letzten Gruppe durch den Winkel gegen die Laugengerade. 
Die anderen Knicke werden durch die Hydrolyse meist etwas verschoben 
oder verwischt. Der Grund, warum die Hydrolyse die letzten Teile 
der Kurve nicht véllig unbestimmbar macht (es lassen sich ja héchstens 
die vierbasischen Salze priparativ darstellen), liegt, wie schon die 
potentiometrische Titration zeigt, hauptsachlich in der stark alkalischen 
Reaktion (py = = 10), in der das letzte Kurvendrittel verlauft. 


Werden die Titrationen an der zehnfach verdiinnten Substanz 
mit zehnmal schwacherer Lauge ausgefiihrt und fiir die Zeichnung 
der Kurve der zehnfache MaBstab des friiheren angewendet, so stimmen 
Kurvenzug, Knickpunkte und py-Spriinge mit denen der Kurve der 
konzentrierteren Lésungen sehr gut iiberein (siehe Abb. 1, Kurven 1,, 
lx, 2p, 2x, ferner Tabelle IT). 


1 In sémtlichen Tabellen ist die Molaritét auf das urspriingliche 
Volumen der Adenosintriphosphorséiure bezogen angegeben, wahrend in 
dem obenstehenden Versuchsbeispiel (im Texte) die Verdiinnung auf das 
Vierfache beriicksichtigt ist. 
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Tabelle II. 


lcem ATP. aus 4-Ag-Salz (3,40. 10-* m) + 3ccm Wasser, titriert mit NaOH 
(1,1. 10-7 n). 





Verbrauch Molaritat 


ecm NaOH gefunden berechnet 
‘ae poe 3,40. 10-5 
0,62 6,82 . 10-3 6,80. 10-8 
0,95 10,45.10°8 10,20. 10-* 
1,27 | 18.97.10 | 13,60. 10-3 
1,57 17,27. 10-* 170 .10-° 
1,84 20,24. 1073 20.40.1078 


Der EinfluB8 der sechsten sauren Gruppe auf py- und Leitfahigkeits- 
anderung, der in der konzentrierten Lésung fast verschwindet, tritt 
bei der Verdiinnung starker hervor. Wir miissen jedoch leider darauf 
verzichten, Schliisse auf Hydrolysengrad, Dissoziationskonstante, 
Aquivalentleitfihigkeit und Basizitat aus dem Verhalten beim Ver- 
diinnen zu ziehen, da die Untersuchung in dieser Richtung nicht weiter 
ausgedehnt wurde. 

Bei der genaueren Betrachtung der Kurven 1, und 3, in Abb. 2 
fallt auf, wie ahnlich die konduktometrischen Titrationskurven der 
4-Silbersiure und die der 3-Silbersiure verlaufen. Auf einen starken 
Knick, der nach einem der doppelten Saiuremolaritat entsprechenden 
Laugenverbrauch auftritt und der zwei stark saure Gruppen anzeigt, 
folgen zwei weniger deutliche im bereits ansteigenden Ast der Kurve, 
zwei schwach saure Gruppen anzeigend. Erst dann unterscheiden sich 
die Kurven der beiden Saiuren, indem bei der einen nach dem fiinften 
Aquivalent Lauge noch ein deutlicher Knick erfolgt, und dann ein 
weiteres sechstes Aquivalent vor dem endgiiltigen Anstieg verbraucht 
wird, wahrend bei der anderen schon wihrend des fiinften Aquivalents 
ein langsamer Ubergang in die Laugengerade erfolgt (siche auch Ta- 
belle IIT). 

Tabelle III. 
/,cem ATP. aus 3-Ag-Salz(7,20.10-*m) + 3'/,cem Wasser, titriert mit 
NaOH (1,06. 10-' n). 





Molaritat 
| 


Verbrauch 





ecm NaOH gefunden berechnet 
— _ 3,69. 10°? 
0,66 7,24 .10-? 7,20. 10-3 
—_ _ 10.89. 10-2 
1,31 13.89 . 10-2 14.40.10-? 
1,66 17,60. 107? 18,0 .10-? 


Aus den Kurven 1, und 3, der Abb. 2 der potentiometrischen 
Titration gehen noch weitere Unterschiede hervor. Bei der sechsbasischen 
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stoffanalyse eine Molaritat der Lésung von 8,5. 10 * erwarten lieB. 


Ein zweiter Knick liegt bei 0,96 cem entsprechend dem Dreifachen der 


Molaritat usw. bis zum fiinften Knick, dem Ubergang in die Laugen- 
gerade bei 1,83 ccm verbrauchter Lauge, entsprechend dem Sechsfachen 
der analytisch gefundenen Molaritat. Die Tabelle I bringt eine Gegen- 
uberstellung der fiir die Neutralisation berechneten und gefundenen 
Werte. 

Tabelle I. 


leem ATP. aus 4-Ag-Salz (3,40. 10-2m) + 3 cem Wasser, titriert mit NaOH 
(1,06. 10-' n). 





Verbrauch Molaritat 

ecm NaOH gefunden | berechnet — 
0,33 3,50. 10-2 3,49.10°? 
0,64 6,78 . 10-2 6,80.10-? 
0,96 10,18 .10~? 10,20. 10°? 
1,27 13,46. 10-2 13,60. 10°? 
1,56 16,54. 10°? 17,0 .10°3 
1,83 19,50.10-? 20,40. 10°? 


Am genauesten laBt sich immer das Ende der Neutralisation der 
stark sauren Gruppen erkennnen, wenn diese auch manchmal, wie in 
solchen Fallen sehr haufig, bei der konduktometrischen Titration etwas 
zu frih angezeigt wird. Fast ebensogut sieht man die Absattigung der 
schwachsten letzten Gruppe durch den Winkel gegen die Laugengerade. 
Die anderen Knicke werden durch die Hydrolyse meist etwas verschoben 
oder verwischt. Der Grund, warum die Hydrolyse die letzten Teile 
der Kurve nicht véllig unbestimmbar macht (es lassen sich ja héchstens 
die vierbasischen Salze praparativ darstellen), liegt, wie schon die 
potentiometrische Titration zeigt, hauptsachlich in der stark alkalischen 
Reaktion (py = = 10), in der das letzte Kurvendrittel verlauft. 


Werden die Titrationen an der zehnfach verdiinnten Substanz 
mit zehnmal schwacherer Lauge ausgefiihrt und fiir die Zeichnung 
der Kurve der zehnfache MaBstab des friiheren angewendet, so stimmen 
Kurvenzug, Knickpunkte und py-Spriinge mit denen der Kurve der 
konzentrierteren Lésungen sehr gut iiberein (siehe Abb. 1, Kurven 1,, 
lx, 2p, 2x, ferner Tabelle I). 


1 In saémtlichen Tabellen ist die Molaritat auf das urspriingliche 
Volumen der Adenosintriphosphorsaiure bezogen angegeben, wahrend in 
dem obenstehenden Versuchsbeispiel (im Texte) die Verdiinnung auf das 
Vierfache beriicksichtigt ist. 
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Tabelle Il. 


lcem ATP. aus 4-Ag-Salz (3,40. 10-* m) + 3ccem Wasser, titriert mit NaOH 
(1,1. 10-7 n). 





Verbrauch Molaritat 

cem NaOH gefunden =—s—~<C:*sé rechhnett 
i —_ 3.40.10 
0,62 6,82. 10-8 6,80. 10 
0,95 10,45.10-8 10,20. 10 
1,27 13.97 . 10-3 13,60 . 10-4 
1,57 17,27 .10-° 17,0 .10 
1,54 20,94 .10-5 20.40.1078 


Der Einflu8 der sechsten sauren Gruppe auf py- und Leitfahigkeits- 
anderung, der in der konzentrierten Lésung fast verschwindet, tritt 
bei der Verdiinnung starker hervor. Wir miissen jedoch leider darauf 
verzichten, Schliisse auf Hydrolysengrad, Dissoziationskonstante, 
Aquivalentleitfahigkeit und Basizitat aus dem Verhalten beim Ver- 
diinnen zu ziehen, da die Untersuchung in dieser Richtung nicht weiter 
ausgedehnt wurde. 

Bei der genaueren Betrachtung der Kurven 1, und 3, in Abb. 2 
fallt auf, wie ahnlich die konduktometrischen Titrationskurven der 
4-Silberséure und die der 3-Silberséure verlaufen. Auf einen starken 
Knick, der nach einem der doppelten Sauremolaritat entsprechenden 
Laugenverbrauch auftritt und der zwei stark saure Gruppen anzeigt, 
folgen zwei weniger deutliche im bereits ansteigenden Ast der Kurve, 
zwei schwach saure Gruppen anzeigend. Erst dann unterscheiden sich 
die Kurven der beiden Sauren, indem bei der einen nach dem fiinften 
Aquivalent Lauge noch ein deutlicher Knick erfolgt, und dann ein 
weiteres sechstes Aquivalent vor dem endgiiltigen Anstieg verbraucht 
wird, wahrend bei der anderen schon wahrend des fiinften Aquivalents 
ein langsamer Ubergang in die Laugengerade erfolgt (siehe auch Ta- 
belle III). 

Tabelle III. 
'/,cem ATP. aus 3-Ag-Salz(7,20.10-*m) + 3'/,ccem Wasser, titriert mit 
NaOH (1,06. 10-'n). 








Verbrauch Molaritat 

eem NaOH gefunden berechnet 
_ — 3,69. 10-2 
0,66 7,24 .10-3 7.20 .10-2 
_— — 10.89. 10-2 
1,31 13.89 . 10-? 14.40.1072 
1,66 17,60. 10-3 18,0 .10°? 


Aus den Kurven 1p und 3, der Abb. 2 der potentiometrischen 
Titration gehen noch weitere Unterschiede hervor. Bei der sechsbasischen 
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4-Silbersdure sind von den ersten vier Gruppen je zwei und zwei ziemlich 
gleich stark. Die fiinfte nimmt auf die Neutralisation der dritten und 
vierten noch EinfluB. Der letzte deutliche pg-Sprung erfolgt vor der 
sechsten Gruppe, die nur angedeutet ist. 

Nach der Neutralisation der beiden ersten stark sauren Gruppen 
der 3-Silberséure kommt es dagegen nur zu einem Wendepunkt der 
pu-Kurve. Die dritte Gruppe ist hier saurer als die entsprechende 
der 4-Silbersiure, dabei aber in ihren Dissoziationskonstanten von der 
folgenden vierten sehr merklich verschieden. Der letzte groBe Sprung 
erfolgt hier nach dem vierten Aquivalent und fiihrt in den gleichen 
pu-Bereich wie die Kurve der 4-Silbersiure nach dem fiinften Aqui- 
valent. Die fiinfte Gruppe ist nur schwach, ganz dhnlich der sechsten 
der 4-Silbersiure angedeutet. 

Die Ergebnisse decken sich véllig mit den bei der Titration der 
freien Siuren mit Bariumhydroxyd gefundenen (Abb. 3, Kurve 4,, 5,.). 
Bei dieser kommt es nicht nur zur Neutralisation aller abtauschbaren 
H-Ionen, sondern auch zur Reaktion zwischen Bariumion und Saure- 
anion unter Bildung eines schwerléslichen Salzes. Berechnet man wieder 
aus der analytisch bestimmten Sauremolaritat die fiir zwei Aquivalente 
Saure zu verbrauchende Menge Bariumhydroxyd, so stimmt diese mit 
der bei dem ersten Knick gefundenen iiberein (siehe Tabelle [V und V). 


Tabelle 1V. 


leem ATP. aus 3-Ag-Salz (5,1. 10-?m) + 3cem Wasser, titriert mit Ba(OH), 
(9,4. 10-7 n). 





Verbrauch Molaritat 





ecm Ba(OH)» gefunden berechnet 
_ ~ 5,1. 10-2 
1,0 94 .10-3 10,2. 10-3 
1,53 14.4 .10°? 15,3. 10-? 
2.10 19,74. 10-2 20,4. 10-2 
2.80 26,72.10-? 25,5. 10-3 


Tabelle V. 


leem ATP. aus 4-Ag-Salz (2,20.10-?m) + 3cem Wasser, titriert mit 
Ba(OH), (9,4. 10-7 n). 





Verbrauch Molaritiit 





eem Ba(OH)» gefunden berechnet 
— — 2,29.10°2 
0,44 4.14.10-? 4,40. 10-2 
_— - 6,60. 10-2 
0,92 8,65. 107? 8,80.10°2 
1,15 10,81 .19-? 118 .i¢? 


13,20. 10-? 


1.36 12,78 . 10 
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Bei der weiteren Zugabe derselben Menge bleibt nun bei beiden 
Sauren die Leitfahigkeit praktisch konstant, d. h. die Reaktion erfolgt 
nun so, daB die iiberwiegend inaktiven dritten und vierten Gruppen 
ein ebenfalls wenig lisliches Bariumsalz bilden und die begleitende 
geringfiigige Leitfihigkeitsabnahme der durch die Hydrolyse bewirkten 
geringfiigigen Leitfihigkeitszunahme die Waage halt. Der Grund fiir 
die gegeniiber den Natriumsalzen schwichere Hydrolyse der Barium- 
salze ist in der Tatsache zu erblicken, daB die infolge der Hydrolyse 
verbleibenden aktiven Bariumionen die ohnedies geringe Léslichkeit 
des Salzes weiter vermindern. Nach Absittigung der vierten Gruppe 
kommt es bei der 3-Silbersiure wihrend der Zugabe des fiinften Laugen- 
aquivalents zu einem rapiden Leitfihigkeitsanstieg. Die Hydrolyse 
ist jetzt so stark, daB die zugefiigte Lauge kaum mehr gebunden 
wird. Dann erfolgt schon der Ubergang in die Laugengerade, eine 
sechste Gruppe wird nicht angezeigt. 


Bei der 4-Silberséiure verliuft die Kurve im fiinften Abschnitt 
stark gekriimmt. Diese Gruppe bildet offenbar ein besser lésliches Salz 
und ist schwiacher als die vorhergehenden, aber auch wieder viel starker 
als die folgende sechste, die sich analog der fiinften der 3-Silbersaiure 
verhalt. 

Setzt man die Silbersalze der beiden Saiuren mit einer dem analytisch 
bestimmten Silber aquivalenten Menge Natriumchlorid um, so erhilt 
man die entsprechenden silberfreien Natriumsalze. Werden diese wieder 
konduktometrisch und potentiometrisch titriert, so ergibt sich fiir das 
3-Natriumsalz ein Kurvenbild (Abb. 6, Kurve 6, und 6,), das sich 
vollig mit dem Teil der Kurve deckt (3,), die bei der Titration der 
freien Saure mit Natronlauge nach der Bindung der ersten drei Aqui- 
valente erhalten wurde. 


Tabelle VJ. 


lcem Natriumsalz der ATP. aus 3-Ag-Salz (3.84. 10-*m) titriert mit NaOH 
(1,0. 10-? n). 





Verbrauch Molaritit 





cem NaOH ~ gefunden r berechnet 
0.42 4.20.10-2 3.84.10? 
0,75 7,500.10? 7.68 .10°? 


Bei dem Versuch, das entsprechende Natriumsalz der 4-Silber- 
siure zu titrieren, konnten ebensowenig brauchbare Kurven erhalten 
werden wie bei den Titrationen der Silbersalze. Die Schwierigkeit 
lag darin, daB jedes von einer Reihe ganz gleich hergestellter Priparate 
andere Resultate ergab. Als Ursache dafiir darf man vermuten, dab 
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die der 4-Silbersaure entsprechenden Verbindungen sehr umwandlungs- 
fihig oder zersetzlich sind, und da8 diese Empfindlichkeit durch den 
Konstitutionsunterschied der beiden Saéureformen mit veranlaBt ist. 


Die Dissoziationskonstanten. 


Zu ihrer Berechnung wurden die bei O. Meyerhof und Suranyi 
bzw. Meyerhof und K. Lohmann} angegebenen Formeln von van Slyke 
und H.H. Weber, ferner die Berechnung von Dissoziationskonstanten 
aus der potentiometrischen Titration nach Paul Hirsch? und endlich 
die Hydrolysengleichung vergleichend herangezogen. Die Uberein- 
stimmung der so gefundenen Werte ist befriedigend (siehe Tabelle VII). 


Tahbelle VII. 





Berechnet* nach der Formel yon 


. Berechnungs- Berechnet nach 
van Slyke und weise nach der Hydrolysen- 
Henderson H. H. Weber P. Hirsch formel 
u. Hasselbalch 
4 Ag-Siure 
K, an do th. oe _ _ 
. 32.1073 , se 
Kk, ij %-4 | 1.2.10°3 ia Pa 
K; ss 9 15.1¢°° 1,4.10°° 
K, Ot 2410" 02 10-7 5.6 .10- 
K; 5,4. 10-2 5,6. 10-1 7,7. 10-1 
Kg — 8,7. 10-1 7,7.10-22 
3 Ag-Saure 
K, \ 5.3 3 . & | ig — — 
. 1,9. 10-8 — — 
K; 5,9.10-° a 5,7. 10° nae 
Ky 2.4. 10-7 3.7.10-7 8.1078 
K; - _ 7.4. 10722 8.1012 
* Scheinbare Dissoziationskonstante A’ A. fa. 


Diskussion. Bei Betrachtung unserer Werte fallt vor allem auf, 
daB beiden Sauren zwei starke Gruppen gemeinsam sind, weiter, dal 
die Parallele zur fiinften Konstante der 4-Silberséure bei der 3-Silber- 
siure fehlt. SchlieBlich erscheinen die dritten und vierten Konstanten 
der 3-Silbersiure gegen die beiden entsprechenden der 4-Silbersaure 
verstarkt und liegen weiter auseinander. 


Beim Versuch, die Konstanten den entsprechenden Gruppen zu- 
zuteilen, miissen diese Ergebnisse mit den Bestimmungen der Dissozia- 
tionskonstanten an der Muskeladenylsiure und Inosinsaiure durch 


1 Meyerhof und Suranyi bzw. O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese 
Zeitschr. 178, 427, 1926; 185, 113, 1927. 
2 P. Hirsch, ebenda 147, 433, 1924. 
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Wassermeyer* sowie an den Hexosephosphorsaureestern durch Meyerhof 
und Lohmann? und Meyerhof und Suranyi* beriicksichtigt werden. 
Untersuchungen von Meyerhof und Lohmann ergaben, da bei der 
Veresterung mit einem mehrwertigen Alkohol, wie ihn die Zucker vor- 
stellen, die erste und zweite Saurestufe der Phosphorsiure sich ver- 
stiirken, daB ferner die Monoester stirkere Saiuren sind als die Di- 
phosphorsaureester. Andererseits liegen die von Wasserme yer gefundenen 
Dissoziationskonstanten der Muskeladenylsiure und Inosinsiure viel 
niedriger, als nach den Befunden von Meyerhof und Lohmann an den 
Hexoseestern zu erwarten wiire. 

Betrachten wir von diesen Gesichtspunkten aus unsere sechs- 
basische Saiure, so kénnten wir in Analogie eine der beiden stark sauren 
und eine maBig schwache Gruppe dem an der Pentose hangenden 
Phosphorsaurerest zuordnen, also etwa A, und K,. Es fallt die Ver- 
stirkung gegeniiber den Konstanten der Adenylsiure auf. Sie sind 
den von Wassermeyer fiir die Inosinsiure gefundenen sehr nahe. 

Die beiden am Stickstoff angenommenen Phosphorsaéuren stellen 
eine substituierte Imidopyrophosphorsiure dar. Fiir die Zuordnung 
der Konstanten A,, K,, K, und K, an diese vier sauren Gruppen haben 
wir keine Anhaltspunkte. Alle Gruppen liegen ja svmmetrisch, so daB 
eine bevorzugte Stellung der einen oder der anderen in der Papier- 
ebene nicht in Erscheinung tritt. Fiir eine durch die riumliche An- 
ordnung bedingte Verschiedenheit fehlen vorlaiufig alle Voraussetzungen. 
Auch ist iiber die Konstanten der der Annahme zugrundeliegenden 
Imidopyrophosphorsaure nichts bekannt. Gehen wir zur fiinfbasischen 
3-Silbersiure tiber und halten wir an der Annahme fest, daB diese aus 
der 4-Silbersiure durch Veresterung einer der am Stickstoff hangenden 
Phosphorsiuren mit einem der Hydroxyle des Kohlenhydrats hervor- 
gegangen ist, so miissen wir eine Verstiérkung des Saéurecharakters er- 
warten, denn der so gebildete Diphosphorsaureester mag wohl schwiacher 
sein als der Monoester, ist aber nach allem starker als der unveresterte 
Phosphorsiurerest. Tatsichlich ist die 3-Silbersiure etwas starker. 
Vor allem erfolgt eine deutliche Verschiebung der dritten Konstante. 
deren Gruppe daher dieser Esterbindung benachbart sein diirfte. K, ist 
durch diese Bindung verschwunden. 

Fiir die Bildung der Silbersalze laBt sich aus unserem Material keine 
sichere Erklarung geben. Die auffallende Tatsache des Fehlens eines mehr 
als drei- bzw. vierbasischen Silbersalzes ist nicht ohne weiteres allein mit 
Hydrolyse zu erkliren, da die mehr als zweibasischen Silbersalze meist 


1 Wassermeyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 238, 1928; Auerbach u. 
Smolzeyk, ebenda 110, 65, 1924. 

he. 

3 Meyerhof u. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
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sehr schwer léslich und deshalb bestaéndig  sind!?. Die Darstellungs- 
méglichkeit vierbasischer Erdalkalisalze, auch aus der 3-Silbersaure, 
erklart sich ohne weiteres durch den Umstand, da die Unterschiede in den 
Léslichkeiten der sekundéren und tertiéren Erdalkalisalze viel geringer 
sind als die der Silbersalze. 


Zusammenfassung. 


1. Die Silbersalze der Adenosintriphosphorsiuren (3-Ag- und 
4-Ag-Verbindung), die daraus in Freiheit gesetzten beiden Sédure- 
formen und die durch Umsetzung erhaltenen Natriumsalze wurden 
konduktometrisch und potentiometrisch mit Natronlauge und Baryt 
titriert. 

2. Die 4-Silbersdure erweist sich als sechsbasisch, die 3-Silbersdure 
als fiinfbasisch; der Verlauf der Titrationskurven wird diskutiert. 

3. Es werden die Dissoziationskonstanten aller auftretenden 
Sauregruppen berechnet und mit denen der Adenylsiure, Inosinsadure 
und der Kohlenhydratphosphorséure-Mono- und Di-ester verglichen. 

4. Es wird versucht, auf Grund dieser Ergebnisse die den einzelnen 
Gruppen zugehérigen Konstanten zu ermitteln. 

5. Die Annahme H. K. Barrenscheens, der Unterschied zwischen 
den beiden Saiureformen betreffe eine esterartige Bindung einer Phosphor- 
siuregruppe mit einer alkoholischen Zuckergruppe, erscheint durch 
diese Befunde gestiitzt. 


1 Man kénnte vielleicht die Annahme machen, da8B das theoretisch 
zu erwartende Silbersalz der am Zucker hangenden Phosphorséure den 
Charakter und damit die Léslichkeit eines sekundiren Salzes hat (es kann 
nimlich durch die Veresterung nicht zur Bildung des ausschlaggebenden 
dreiwertigen PO,-Ions kommen). Dann wiirde die Salzbildung der Imido- 
pyrophosphorséuregruppe zuzuschreiben sein. Auf diese Weise wire die 
Bildung des 3- oder 4-Silbersalzes, je nach dem, ob die eine der in 
Frage kommenden Gruppen verestert ist oder nicht, verstandlich. 
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Uber eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung 
des wirklichen Glucosegehaltes von Korperfliissigkeiten. 


Von 
E. Herzfeld. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Universitats- 
klinik Ziirich.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1932.) 


Die Frage, ob die mit den verschiedenen Reduktionsmethoden 
gefundenen Werte den wirklichen Blutzucker darstellen, ist noch nicht 
geklart. 


Die Angaben von A. Grevenstuk!, St. R. Benedict und E. Newton?, 
ferner Y. Imanishi® sind nicht iibereinstimmend. Besonders G. Fontes und 
L. Thivolle* haben sich mit der Frage der nach Hefebehandlung von Blut 
oder Plasma verbleibenden Restreduktion beschaftigt. Mangeri Salvatore, 
E. J. Bigwood und A. Wuillot® und F’. K. Herbert und M. C. Bourne’ glauben, 
daB im Blute auch Kreatinin, Harnsiure und Glutathion das Reduktions- 
vermégen bedingen. QO. Folin und A. Svedberg® finden die bisherige An- 
nahme, da der Zucker auf Plasma und Blutkérperchen gleichmaBig 
verteilt sei, nicht richtig. Beziiglich der Glucosebildung bei der enzyma- 
tischen Amylolyse liegen Angaben von M. Samec und E. Waldschmidt- 
Leitz® vor, wonach die von H. Pringsheim und seinen Mitarbeitern!’ he- 


Ergebn. d. Physiol. 28, 1, 1929. 
J. of biol. Chem. 838, 361, 1929. 
Mitt. d. med. Akad. Kioto 8, 1929. 
Sang. 3, 625, 1929; Bull. Soc. chim. biol. Paris 12, 196—282, 1930; 
Bull. Soe. de Chim. biol. 11, 152, 1929. 
Pathologica Genova 22, 178, 1930. 
Bull. Soc. Chim. biol. Paris 11, 1204, 1929. 
Biochem. J. 24, 299, 1930. 
J. of biol. Chem. 88, 715, 1930. 
H. 203, 16—33, 1931. 
10 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, Nr. 7, 1262, 1925; 59, Nr. 5, 1001, 
1926. 
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hauptete und von Rona und Hefter bestrittene Verzuckerung = der 
Starke bis zur  Glucosestufe durch kombinierte Einwirkung von 
Malz- und Pankreasamylase bei der Nachpriifung an den einheit- 
lichen Starkekomponenten und mit  gereinigten Enzymen nicht be- 
statigt wird. 


Verfasser versuchte die Lésung des Problems von einer anderen 
Seite in Angriff zu nehmen. Es sollte namlich die auf Glucose spezifische 
Osazonmethode zur Anwendung gelangen. In einem Sammelreferat 
berichtet Z. Dische! iiber ein Verfahren von G. Denigés*?, welches die 
Gelbfairbung der Osazone zur kolorimetrischen Auswertung verwendet. 
Er versetzt 5cem der zu untersuchenden Zuckerliésung (1 bis 5 mg 
Zucker enthaltend) mit 1 cem einer konzentrierten sauren Lésung von 
Phenylhydrazin und erhitzt zusammen mit dem Standard durch 
5 Minuten im siedenden Wasserbad. Das ausgeschiedene Osazon list 
er unter Zusatz von 1,5cem KEisessig und kolorimetriert. Diese 
kolorimetrische Osazonmethode von Denigés gibt fiir Blut nach dem 
EnteiweiBen mit Trichloressigsiure nach Baudowin und Lewin nur 
miBige Resultate. 


Nach Z. Dische sind die wichtigsten nicht vergairbaren reduzierenden 
Substanzen das Glutathion in der reduzierenden Form, das Ergothionein, 
das Kreatinin und die Harnsaéure. Auch sollen im Blute Stoffe vorkommen, 
die selbst nicht reduzieren, aber bei der Zuckerreduktion eine Erniedrigung 
oder Erhéhung der Werte bewirken. Unter diesen Umstanden ist es ver- 
stiindlich, da nach verschiedenen Methoden verschiedene Werte, sowohl 
fiir den Blutzucker als auch fiir die Restreduktion erhalten worden 
sind. Dische stellt mit Recht fest: ,,Der Blutzucker der physiologischen 
und medizinischen Literatur ist aber chemisch nicht eindeutig definiert, 
sondern ein Sammelbegriff fiir ein Gemenge von verschiedenen Zuckern 
(von denen allerdings der Traubenzucker quantitativ weitaus die 
gréBte Rolle spielt) und auch ,,Nichtzuckern‘* ein Sammeibegriff, dessen 
Inhalt je nach der zur Blutzuckerbestimmung angewendeten Methode 
wechselt.*‘ 


Verfasser hat schon friiher* die Osazonprobe derart verfeinert, 
daB sie den Nachweis von Zuckermengen unter 0,1 mg in 10 cem Lésung 
gestattet. Diese verfeinerte Methode erméglicht als einfache Ver- 
diinnungsmethode die quantitative Schitzung geringer Zuckermengen. 
In dem folgenden soll nun die Umarbeitung dieser Methode in eine 
genaue kolorimetrische beschrieben werden. 


! Mikrochem. 9, 129, 1931. 

2 Zit. nach Baudouin u. Lewin, Bull. de la Soc. de Chim. biol. 10, 
981, 1928. 

3 Schweiz. med. Wochenschr. Nr. 22, 1924; diese Zeitschr. 242, 254, 
1931; 245, 72, 1932. 
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I. Erforderliches Reagens, 


Reines salzsaures Phenylhydrazin. 50g Phenylhydrazin puriss. (fast 
véllig farbloses Ol) werden in einer Porzellanschale mit 200 cem abs. Alkohol 
vermischt und dann tropfenweise unter Umriihren mit 50 cem konz. Salz- 
siiure versetzt. Es scheidet sich sofort eine schneeweiBe Kristallmasse ab, 
welche abgesaugt und einige Male mit Ather nachgewaschen wird. Hierauf 
wird im Vakuumexsikkator getrocknet und in brauner Flasche mit Glas- 
stopfen aufbewahrt. 


Il. Kiehung der Vergleichslésung mit reinen Traubenzucker- 
lisungen. 


Man stellt sich von einer genau 1°, igen Traubenzuckerlésung folgende 
Verdiinnungsreihe her: das erste und zweite Réhrchen erhalt 10 cem der 


Lésung = 100 mg Traubenzucker. Das zweite Réhrchen auBerdem noch 
10 cem dest. Wasser und alle anderen Réhrchen ebenfalls je 10 cem dest. 
Wasser. Man vermischt den Inhalt des zweiten Rohrchens, pipettiert 


davon 10 cem in das dritte Réhrchen usw., bis das zwélfte Rohrchen erreicht 
ist. AuBerdem vermischt man ]0 cem der TraubenzuckerlOsung mit 20 cem 
dest. Wassers, pipettiert 10 cem von dem zweiten Réhrcehen in das dritte, 
vermischt, pipettiert abermals 10 cem in das vierte usw. In jedes Roéhrchen 
der Reihe (mit Ausnahme vom letzten) bringt man 1 g salzsaures Phenyl- 
hydrazin (Abwiaigen von Phenylhydrazin mit Gummihandschuhen, Derma- 
titisgefahr!) und 1,5 g Natriumacetat, stellt die Réhrchen in ein kochendes 
Wasserbad und vermischt den Inhalt mit einem Glasstab, welcher an 
einem Ende abgeplattet ist. Nach Ablauf von | Stunde wird heif filtriert 
und mit etwas Paraffiné] tiberschichtet zur Kristatlisation tiber Nacht 
stehengelassen. Bei Verwendung von schneeweifem, also ganz reinem 
salzsauren Phenylhydrazin, findet man noch im elften Réhrchen der (ent- 
sprechend 0,05 mg) ersten Reihe und im zehnten Réhrchen (entsprechend 
0,03 mg) der zweiten Reihe typische Osazonkristalle. 

Die erste zu beantwortende Frage war, ob sich das Osazon den 
Glucosemengen proportional abscheidet. Zu diesem Zwecke wurde 
der Inhalt eines jeden Réhrchens durch je cine kleine Pregl-Filterréhre 
mit 13 FG2 > Porenweite abgesaugt, mit Wasser wiederholt nach- 
gewaschen, bis nur die schénen, schwefelgelben Osazenkristalle iibrig 
blieben. Hierauf wurden die Réhren umgekehrt in je einen 50-cem- 
MeBzylinder gestellt, mit 1°, Salzsiure-Alkohol (100 cem 96°, iger 
Alkohol + leem HCl) abgespiilt, herausgehoben (mit Gummifinger) 
und mit kleinen Portionen des Salzsiure-Alkohols so lange nach- 
gewaschen, bis die Fliissigkeit farblos ablauft. Bei allen Versuchen 
listen sich die Osazonkristalle im Salzsiure-Alkohol auBerst leicht. Die 
Extrakte wurden bis zu 20 cem (bei gréBeren Mengen bis 40 cem) auf- 
gefiillt und kolorimetriert. Auf der Suche nach einer geeigneten, halt- 
baren Vergleichslésung erwies sich die von Folin fiir die Kreatinin- 
bestimmung empfohlene n/2 Kaliumbichromatlésung mit 24,54 g im 
Liter in 100facher Verdiinnung als besonders geecignet (Farbennuancen 
vollig gleich). 


Biochemische Zeitschrift Band 256. 9 
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Vorhandene 
Glucosemenge 


Gefunden in der 
Umgerechnet 


Bei 20mm Schichtdicke 
der Osazonlisung * 


0,0245° igen 
Bichromatlisung 


auf Schichtdicke 
fiir 0.l mg Glucose 


mg mm 
Ausgehend yon einer 1 °/jigen Lésung. 
0,05 20 5 10 
0.1 20 7 7 
0,2 2) 14 7 
0.4 20 28 7 
O08 20 58 7,2 
1,6 20 112 7 
3,2 20 224 7 
6,4 29 450 7 
Ausgehend von einer 1,5 °/jigen Losung. 
0,03 20 2.6 8.6 
0,075 20 5.3 7,1 
O15 20 10.5 7 
0,3 20 22,9 7 
0.6 20 42.0 7 
1.2 20 84.0 7 
2,3 20 168.0 7 
4.7 20 336.9 7 
9.4 20 672,5 oa 


* Ablesungen erfolgten bei 1, 2,5, 5, 


auf 20mm umgerechnet. 


. 15 und 20mm Schichtdicke und wurden jeweils 


Aus obigen Versuchsreihen geht es hervor, daB 1. die Osazonbildung 


unter den angegebenen Bedingungen zwischen den Mengen von 0,1 bis 
9,4 mg Glucose fast genau quantitativ verliuft, 2. daB die Kolorimeter- 
werte den Glucosemengen entsprechen. Da die Schichtdicken den 
gelésten Stoffmengen umgekehrt proportional sind, kann man fiir die 
Vergleichslésung folgenden Wert berechnen: 
Schichtdicke der Lésung mit bekanntem Glucosegehalt 
Ol ag) 2.4 % « ee Ea ae Pee ae ee ee 20 mm 


Schichtdicke der Vergleichslésung (0,0245 Kaliumbi- 


chromat ) 


20:7 X:0,1 
0,1. 20 
2 0,29 mg. 
Demnach entsprechen 
20 cem der Kaliumbichromat-vergleichslésung 0,2 mg Glucose 
100 1,45 


- 


Ausfiihrung einer Blutzuckerbestimmung. 


0,1 (event. 0,3, 0,5)cem Serum (Plasma, Vollblut) werden in einem 
50-cem-Kélbchen (mit Glasstabeinsatz) tropfenweise mit 90° ig. Alkohol 
unter Vermischen so lange versetzt, bis etwa 10 bis 20 cem zugefiigt’ sind. 
Sodann wird im Wasserbad einige Minuten lebhaft aufgekocht, in eine 
Porzellanschale hei® filtriert und drei- bis viermal mit etwa 5 ccm heiem 
Alkohol nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate werden auf dem Wasser 
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bad so lange abgedampit, bis der Alkoholgeruch verschwunden ist. Hierauf 
wird der Riickstand mit kleinen Portionen Wasser in 10 cem aufgenommen, 
1 g salzsaures Phenylbydrazin und 1,5 g Natriumacetat zugefiigt und wie 
oben beschrieben weiter verarbeitet. Denigés (s. oben) gibt an. da® man 
nur 5 Minuten im Wasserbad kochen miisse. Aus folgender Versuchsreihe 
ist ersichtlich, daB 1 Stunde Kochen die gréBte Enipfindlichkeit aufweist. 





— , Abgelesen nach 1 Std. Abgelesen nach 16 Std 
Verdiinnungsreihe 
mg mg 
5 Min. Wasserbad . . . 1,6 0,8 
6 . 7 “i ee ) 0.4 
30° _ ori he 1.6 0.4 
1 Std. Pe ba at 1,6 0.1 


Fiir den quantitativen Ablauf der Osazonreaktion ist demnach | Stunde 
notwendig. Die Kristallisation unter der Paraffinélschicht erfolgt am 
besten, wenn man tiber Nacht (etwa 16 Stunden) stehen lat. Mit dem ganz 
reinen salzsauren Phenylhydiazin sind noch bei einer Menge von 0.05 mg 
Traubenzucker einige Osazonkristalle nachweisbar. 

Zur Beantwortung der zweiten wichtigen Frage, ob eine bestimmte, 
dem Blutserum zugesetzte Glucosemenge mit der kolorimetrischen 
Osazonmethode quantitativ ermittelt werden kann, wurde reine Glucose 
verschiedenen Blutsera zugesetzt. In jedem nativen Serum wurde sowohl 
der Reduktionswert nach Hagedorn-Jensen bestimmt. wie auch der 
Osazonwert. Eine Serie von Bestimmungen wurden auch nach der 
Methode von G. Fortes und L. Thivolle! ausgefiihrt und genau die gleichen 
Werte erhalten wie nach Hagedorn-Jensen. Der Vorteil dieser Methode 
liegt darin, daB der Endpunkt der Titration an dem Verschwinden 
der deutlichen Blaufairbung erkannt wird, wodurch die Verwendung 
sehr verdiinnter Permanganatlésungen erméglicht wird. 





Serum + Glucose 


Serum nativ nach Abzug der Nativwerte , 
ae ‘ SF atic ont : Eingewogene 
Reduktion Osazou Reduktion Osazon 
mg-° mg-°/9 mg-°/5 mg-°), mg-° 
1 98 56.5 60 63.8 61.5 
2 98 56.5 117 120.4 114 
3, 112 72,5 41 47 48 
4. 112 72,5 75 78,2 79.6 
5 69 20,3 38 36.5 40.8 
6 60 20,3 84 101,5 104 
7 62 47,6 43 42.3 44.8 
8. 62 47.6 87 82,9 87,2 
9, 72 44.3 8S 90.5 90 
10. 57 48 55 47,5 50 
11. 57 48 195 196 200 
12. 47 15,2 41 47 48 (Rinderserum) 


! Bull. Soe. chim. biol. 9. 353, 1927. 
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Die Osazonmethode gibt also ebensogute Ausschlige wie die 
Hagedorn-Jensen-Methode.  Interessant ist das Ergebnis, daB der 
Reduktionswert im nativen Serum nur duBerst selten mit dem Osazon- 
wert tbereinstimmt. In der iiberwiegenden Mehrzahl der Faille aber 
scheint der wirkliche Blutzucker nur einen (recht variablen) Teil der 
Gesamtreduktion auszumachen. 

Die oben beschriebene, kolorimetrische Osazonmethode hat sich 
auch bei der Untersuchung von anderen Koérperfliissigkeiten bewahrt. 





“ee oti ._ 
Reduktions Osazonwert 


Art der Fliissigkeit wert 
mg-°/ 6 mg-" 9 

Ascitespunktat. .....4... 56 40 
Lumbalpunktat ........ 74 72,5 
Urinportionen nach Brotbelastung 

( Nylander): 

ae Sate ee ‘ Negativ 72.5 

Se See are . 21,7 

 <« da 5 aes : ms neg. 

_ Eee: Sn ae ee “A 23,2 

ie. eget 9 weer Sarr ee Fd 60.9 


Besonders schéne Ausschlige erhilt man bei der Ausfiihrung der 
Diastaseprobe. Die zu priifende Korperfliissigkeit wird neutralisiert 
und bis px 6,9 gepuffert. 1 ccm derselben wird mit drei Tropfen Chloro- 
form versetzt, mit etwas Toluol iiberschichtet, ferner wird 1 cem mit 
0,lg Starke (nicht léslich) ebenso iiber Nacht in den Brutschrank 
gestellt. Hierauf werden die Proben mit 90° Alkohol gekocht, filtriert, 
nachgewaschen und wie oben beschrieben weiter verarbeitet. Bei allen 
diastatischen Wirkungen konnte in Ubereinstimmung mit H. Pringsheim 
Glucose in Form von Glucosazon bestimmt werden. Die gleichzeitig 
ausgefiihrte Wohlgemuth-Reaktion dagegen versagte hiufig. Von den 
zahlreichen Fallen mégen zwei typische Beispiele hervorgehoben werden. 





Urin Wohlgemuth-Reaktion Osazonwert 
Cholevystit. . 2... 8 mg-°'5 (norm. bis 64) 169.2 meg-®/, (norm. bis 60) 


Also trotz negativer Wohlgemuth-Reaktion erhéhte diastatische Wirkung. 


Leberruptur ... 256 mg-® 9 33,3 mg-°/, 


Trotz hohem WohlgemutheWert normale diastatische Wirkung. 


In verschiedenen Magensdften mit normaler oder erhéhter Aziditat 
konnte niemals eine verzuckernde Wirkung nachgewiesen werden. 
Dagegen war bei Subaziditaét oder bei neutraler Reaktion fast immer 
Diastase vorhanden, z. B. bei folgenden drei Fallen von pernic. Anamie. 
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Magensaft 


Magensaft . Stirke Bemerkungen 
allein . as " 
mg-°/> G. Aziditat Freies HC] 
Negativ 232 Neutral Negativ 
» 350 4 
x 533,6 2 


SchlieBlich konnten auch noch einige Pankreaspraparate auf ihre 


amylolytische Wirkung gepriift werden. 





Enzympriparat 


Schuchardt-Trypsin . 

Schering-Trypsin . 

Rhenania-Trypsin 

Krause Medico Pankreas- Dispert '(Handelspriiparat) 


100 g vom Priiparat 
bauen ab Zucker 


£ 


Negativ 
29,0 
83.5 
66.7 


Krause Medico Pankress-Dispert, auf Wunsch angereichert 


enc se oe «a Ba picecnern ei Pee 
lipasereich 


84,1 
422.2 


Aus obigen Versuchen geht hervor, da} die beschriebene kolori- 
metrische Osazonmethode die Bestimmung der Glucose neben anderen 
reduzierenden Bestandteilen in einfacher Weise erméglicht. 














Untersuchungen auf dem Gebiete der Tabakchemie. 


VIL. Mitteilung: 
Die Harze des Tabakrauches. 


Von 


A. W. Koperina. 


(Aus deni wissenschaftlichen Betriebslaboratorium des Sojustabak zu 
Moskau.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die von uns friiher! vorgeschlagene Methodik zur Analyse von 
Tabakrauch bezog sich auf die Bestimmung von _ stickstoffhaltigen 
Stoffen, was eine Vorstellung tiber die Starke des Tabaks und seine 
Bitterkeit lieferte, die Frage iiber sein Aroma blieb abet ganz offen. 

Um die aromatischen Stoffe des Tabakrauches naher kennenzu- 
lerner, unternahmen wir eine Untersuchung der beim Rauchen sich 
bildenden Harze, wobei wir die oben zitierte Methodik anwandten. 

Beim Rauchen von Tabak in einer Retorte wird ein Teil des Tabak- 
rauches beim Durchziehen durch n/10 H,SO, nicht aufgelést, sondern 
schwimimt auf der Oberfliche als dunkler, harziger Stoff. Dicser Stoff 
sammelt sich immer nur in dem ersten AdsorptionsgeféB: bis zum 
zweiten dringen die Harzstoffe nicht. 

Die Harze des Tabakrauches bilden ein dunkles, dickfliissiges O), 
das bei Beriihrung mit den Glaswinden des AdsorptionsgefaibBes fest 
daran kleben bleibt. Diese Eigenschaft erlaubt es, die Tabakharze 
leicht von der schwach sauren Lésung der anderen Bestandteile des 
fauches zu trennen: beim vorsichtigen AbgieBen dieser Lésung durch 
ein kleines Porzellanfilter bleiben die Harze an den Glaswanden haften. 
Das AdsorptionsgefaB und das Filter werden mit destilliertem Wasser 
gut ausgewaschen, wobei das Waschwasser jedesmal durch das Porzellan- 
filter abgegossen wird. 


' Diese Zeitschr. 231, 25, 1931; Gawrilow u. Koperina. 
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Die auf diese Weise erhaltenen Harzstoffe lésen sich leicht in 
Chloroform, Ather, Benzol; schwer in Alkohol und Petrolither. Wir 
gebrauchten zum Auflésen gewéhnlich Ather, weil er am leichtesten 
wieder zu entfernen ist. 

Beim Waschen von Filter und AdsorptionsgefaB mit Ather gehen 
die Harze vollstandig in Lésung; beim Filtrieren dieser Lésung bleibt 
auf dem Papier nur ein kleiner grauer Niederschlag, der sehr an Asche 
erinnert und wahrscheinlich aus feinsten Ascheteilchen besteht. Das 
Gewicht dieses in Ather unléslichen Teiles ist so gering, daB wir es bei 
den folgenden Versuchen nicht beriicksichtigten. Dagegen wurde bei 
quantitativen Bestimmungen die Retorte, in der der Tabak verraucht 
wurde, auch mit Ather gewaschen und diese Lésung zur ersten gegeben. 


Untersuchung der Harze. 
I. Trocknen der Harze bis zum konstanten Gewicht. 
Da uns die Untersuchung der Harze hauptsichlich in bezug auf 
die 'Tabakqualitat interessierte, war die quantitative Bestimmung der 
Harze in verschiedenen 


r 


labaksorten fiir uns besonders wichtig. Es 
ist aber sehr schwer, das Harz auf ein konstantes Gewicht zu bringen: 
beim Verdampfen des Athers werden die fliichtigen Bestandteile des 
Harzes teilweise auch verfliichtigt, so da die Art, in welcher die letzten 
Athermengen verjagt werden, das Endgewicht des Harzes stark be- 
einflubt. 

In unseren Versuchen lésten wir gewOhnlich die Harze in von Per- 
oxyden befreitem Ather, trockneten alsdann mit gegliihtem MgSQ,, 
filtrierten, wuschen gut durch und verjagten den Ather auf dem Wasserbad 
bei 40 bis 45° mit Dephlegmator. Nachdem schon kein Ather mehr tibergeht, 
riecht der Riickstand noch immer danach; die Entfernung dieser letzten 
Spuren Ather bietet die gréften Schwierigkeiten. 

Wir wandten mehrere Verfahren zur Entfernung des Athers und 
zum Trocknen bis zu konstantem Gewicht an, bevor wir zu dem 
schnellsten und einfachsten Wege gelangten. 


1. Nach Abdampfen des Athers auf dem Wasserbad bei 40 bis 4£° 
trockneten wir die Erlenmeyer-Kolben mit dem Harz im Trockenschrank 
bei 85 bis 90° und wogen sie alle 2 Stunden. 

2. Nach Abdampfen des Athers wurden die Kolben mit dem Harz 
in einem Exsikkator tiber konz. Schwefelséiure stehengelassen. 

3. Nach Abdampfen des Athers wurde die Harzmasse vorsichtig mit 
Hilfe einer kleinen Menge des Destillats in breite, niedrige Becher gebracht, 
der Ather bei 40 bis 45° entfernt und das Harz darauf iiber konz. H,SO, 
im Exsikkator getrocknet. 

4. Nach Abdampten des Athers wurde in die Erlenmeyer-Kolben mit 
dem Harz durch fast bis an das Harz reichende Glasréhrchen ein Strom 
trockenen Wasserstoffs geleitet. Die Temperatur betrug die erste '/, Stunde 
40 bis 45°, dann 90°. Jede Stunde wurde der Apparat auseinandergenommen, 
liber H,SO, gektihlt und gewogen. 





| 
| 
| 
| 
| 
| 
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Die nach den verschiedenen Verfahren fiir das Konstantgewicht 
des Harzes erhaltenen Werte sind in Tabelle I, II, III und IV an- 
gefiihrt. Es wurde in allen Versuchen die gleiche Tabaksorte Diibeck 
Nr. 20 genommen. 


Trocknen im Schrank. 


Tabelle I. 


(Eingewogen 9,04 ¢ trockener Tabak.) 





Gewicht des 


Gewichtsdifferenz 


Harz in 9/9 


Trockenzeit Harzes vom Tabaktrocken- 
g g gewicht 
Versuch I. 
Anfang 0,5846 0,0 
Nach 1}/, Std. 0,5700 0.0146 
5s mae « 0,5592 0,0108 
~ “ne a 0,5440 0,0152 
oe @le « 0,5400 0,0040 
» Pie.s 0,5364 0,0036 
Bo » 0.5336 0,0028 5,91 
Nach 24 Std. blieb das Gewicht unverandert 
Versuch II. 
Anfang 0,6018 0,0122 
Nach 11/, Std. 0,5896 0,0183 
‘s = 0,5713 0,0109 
Se 0,5604 0,0048 
» 4/5 0,5556 0,0030 
si I 0,5526 0,0044 
. eo 0,5482 6,06 


Vabelle II. 


Nach 24 Std. blieb das Gewicht unverandert. 


Trocknen im Wageglas tiber H,SO, im Exsikkator. Eingewogen 13,65 g 
trockener Tabak. 





Gewicht des . . Harz in ° 5 
Trockenzeit “Harzes ° Gewichtsdifferenz vom acheniten- 
g g gewicht 
Versuch I. 
Anfang 1,2380 0,0 
Nach 1!/, Std. 1,1125 0,125 
Uber Nacht 1,1119 0,0006 
Nach 2!/, Std. 1,1116 0,0003 
ee . ae 1,1113 0,0003 
51, 1,1110 0,0003 8.14 
Versuch II. 
Anfang 1,1295 0,00 
Nach 1}/, Std. 1,1284 0,0012 
Uber Nacht 1,1226 0,0058 
Nach 1%/, Std. 1,1207 0,0019 
< Oe ~ 1,1207 0.00 8.2 
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Tabelle 111. 
Trocknen im Kolben iiber H,SO, im Exsikkator. Eingewogen 9,01 g 
trockener Tabak. 





Gewicht des Harz in ° 
Gewic Ai me hed 0 
eechennett Harzes se wichtsdifferenz vos Sabaitioosken- 
g g gewicht 


Versuch I. 


Anfang 1,478 0,0 
Nach 11/, Std. 1,1330 0,3450 
aS 0.8675 0,2655 
Uber Nacht 0.7539 0,1145 
Nach 24 Std. 0.7318 0,0212 
M Ze » 0,7044 0,0274 
Uber Nacht 0,6291 0,0753 
Nach 11/, Std. 0,6225 0,0066 6,91 
Versuch II. 
Anfang 1,4196 0,00 
Nach 11), Std. 1,3952 0,0244 
. ae. 1.0252 0,3700 
Uber Nacht 0,8528 0.1724 
Nach 24 Std. 0.8198 0.0330 
< 1), 0.7811 0.0387 
o 2a 0.7336 0,0475 
— a + 0,6540 0,0797 7,26 


Tahelie IV. 
997 


Trocknen im Wasserstoffstrom. Eingewogen 22,75 g trockenen Tabak. 





= , Gewicht des ; Harz in ° 
Trockenzeit vom Anfang Harzes Gewichtsdifferenz = Jo) Tabaktrocken- 


des Versuchs 
g g gewicht 


Versuch I. 


Nach !/, Std.; ¢ 41° 2,4001 0,0 
ae © 90 1.7086 0,6915 7.51 
~~. t= 1,6770 0,0316 
Sle gg if 90 1,6635 0.9135 7,31 
| ae? eae 1,6618 0,0017 
Nach 24 Std. im Exsikkat. 1.6141 0,0477 7.09 
Versuch II. 
Nach 1, Std.; t — 90° 1,9050 0,00 
= je 90 1,7145 1,1995 7,54 
11), ‘=F 1,6665 0.0480 
s eh (i= 1,6486 0,0179 7,25 
3... t= 90 1,6325 0,0161 
a t 90 1,6160 0,0165 7,10 


Obwohl das Trocknen im Schrank bei der gleichen Temperatur 
geschieht wie im Wasserstoffstrom (90°), so treten dennoch dabei 
Verluste des Harzes ein. Die Endresultate der Tabelle III und IV 
stimmen gut iiberein; jedoch braucht man 3 bis 4 Tage, um nach dem 
Verfahren von Versuch 3 zu kaum abnehmenden Werten zu gelangen, 
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wahretd in Versuch 4 das gleiche in 3 bis 4 Stunden erzielt wird. Die 
héheren Werte in Versuch 2 lassen sich leicht durch die kiirzere Trocken- 
zeit (1 bis 1'/, Tage) erklaren; nach 3 bis 4 Tagen wiirden diese Werte 
wahrscheinlich denen von Versuch 3 gleich werden. 

Wir wahlten zum Trocknen des Harzes bis zur Gewichtskonstanz 
das Entfernen des Athers im Wasserstoffstrom; man fingt mit dem 
Durchlassen des trockenen Gasstromes an, sobald kein Ather mehr bei 
40 bis 45° abgeht. Nach '/, Stunde bei dieser Temperatur wird das Bad 
auf 90° erwarmt und noch | Stunde Wasserstoff durchgeleitet. Darauf 
wird der Apparat auseinandergenommen, der Kolben im Exsikkator 
iiber H,SO, abgekiihlt und gewogen. Da das Gewicht des Harzes sehr 
langsam aber bestandig auch weiter abnimmt, so ist dieses Verfahren 
nur relativ; jedoch lassen sich die Resultate bei sorgfaltiger Kinhaltung 
der Methode vergleichen, und Parallelbestimmungen geben wuberein- 
stimmende Werte. 

Der Gesamtgehalt der Harze in verschiedenen Tabaksorten 
schwankt gewohnlich zwischen 5 und 11 °%%. 


II. Stickstoffgehalt in Harzen des Tabakrauches. 


Der Gesamtstickstoffgehalt in den aus Tabakrauch nach oben be- 
schriebenem Verfahren erhaltenen Harzen wurde nach Kjeldahl bestimmt. 
Der Verbrennung muBte eine sorgfaltige Reduktion mit Zinkstaub vorher- 
gehen, denn sonst wurden keine iibereinstimmenden Resultate in Parallel- 
proben erhalten. . Die erhaltenen Werte sind in Tabelle V angefiihrt. 


Tabelle V. 





In ©,» vom Trockengewicht des 


~ N des Harzes 
verbrannten Tabaks 


in %/) yom 
Gesamtgehalt 


N des Harzes 


Benennung 
~ in Jy vom N 


der Tabaksorte 


am 9 Gesamt-N Gesamt-N = tasenn des Rauches 
Harz den Harecs Preset em des Harze 
Trapezond Nr. 30 7,2 0,184 1.41 2,5 12,8 
- = 6.4 0.255 1,90 4.0 3, 
American , 20 8,6 (),22% 1,44 2.6 15,5 


Der Gesamtstickstoffgehalt des Harzes in verschiedenen Tabak- 
sorten ist natiirlich ungleich, was fiir die Qualitit des Tabaks von Be- 
deutung sein muB. 


III, Fliichtigkeit der Harze des Tabakrauches. 


Es wurde eine quantitative Bestimmung der mit Wasserdampf 
fliichtigen Harze des Tabakrauches durchgefiihrt. Der Versuch wurde 
wie folgt angestellt: 


Das nach Verbrennen von 50g Tabak erhaltene Harz wurde gut mit 
Wasser gewaschen und mit Dampf unmittelbar aus dem AdsorptionsgefaB, 
in dem es aufgefangen war, destilliert (als erstes AdsorptionsgefaB wurde 
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in diesen Versuchen im Rauchapparat ein Hrienmeyer-Kolben von 500 cem 
Inhalt eingeschaltet). Die Destillation wurde aus saurer Lésung vor- 
genommen. Is wurde ein ganz farbloses Destillat mit darauf schwimmenden 
hellgelben Olkreisen erhalten. Das Ol und das Destillat gaben alle weiter 
angefiihrten Alkaloidreaktionen. Die Destillation wurde bis zum _ Ver- 
schwinden der positiven Reaktion mit p-Dimethyl-amido-benzaldehyd in 
der iibergehenden Fraktion fortgesetzt. Die Harze wurden darauf aus dem 
Destillat und aus dem Riickstand im Kolben durch mehrmalige Extraktion 
mit Ather isoliert, die Atherextrakte mit MgSO, getrocknet, der Ather 
verjagt und die zuruickgebliebenen Harze gewogen. Es wurden folgende 
Resultate erhalten (Tabelle V1). 


Tabelle VI. 





Harz in °/9 vom Trocken- Harz in ° 
Benennung gewicht des Tabaks vom Gesamt-Harz 
ler Tabaksorte P : ‘ ; “ - - 
= 7 fiichtig nicht fliichtig s fliichtig nicht flichtig 
- Summe 
mit Dampf mit Dampf mit Dampf mit Dampf 
American Nr. 10 2.05 3,85 5,85 34,76 65,24 
Trapezond Nr. 10 3.39 3,16 6,55 51,76 48,24 


Fast die Halfte der Tabakharze ist also mit Wasserdampf fliichtig. 


IV. Die Alkaloidreaktionen der fliichtigen Stoffe der Tabakrauchharze. 
Die Destillation wurde sowohl aus schwach saurer Lésung als auch 
mit fast konzentrierter Saure (zwei- bis dreimal verdiinnt) ausgefiihrt. 
In beiden Fallen sind die Alkaloidreaktionen des Destillats positiv. 
Die Farbenreaktionen sind von denen des Nicotins verschieden ; auBer- 
dem gibt Nicotin bei gleichen Destillationsbedingungen (aus saurer 
Losung) gar keine Reaktion. Es wurden folgende Reaktionen untersucht. 


Tahelle VII. 





Harzdestillat aus 
sauerer und alkalischer 
Lisung 


Nicotindestillat 


Reaktion aus alkalischer Lisung 


Fallung mit HgCly Niederschlag Niederschlag 
lallung mit Kieselwolframsiure - ‘ 
lFarbung mit konz. HCl farblos rosa 
HNO; schwach rosa-gelb, deutlich rosa-gell 
fast farblos 
- m »  HgSO,  schwach gelb, fast farblos orange 
»- Dimethylamido-benzaldehyd rosa lila 


3ei Destillation von Harzen aus alkalischer Lésung fallen alle 
angefiihrten Reaktionen positiv und zwar scharf aus.  Auberdem 
verlauft die Destillation aus alkalischer Lésung bis zum Verschwinden 
der Alkaloidreaktionen um einige Male schneller als aus saurer Lésung. 
Die Destillation aus saurer Lésung verliuft sehr langsam. Um 1g 
Harz bis zum Verschwinden der Alkaloidreaktionen abzudestillieren, 
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muB man etwa 2 Liter Destillat sammeln; aus alkalischer Lésung ist 
die Menge zwei- bis dreimal] geringer. 


V. Bestimmung des snezifischen Gewichts und des Molekutargewichts 


der Harze. 


Da die beim Rauchen von verschiedenen Tabaksorten erhaltenen 
Harze sogar duBerlich verschiedene Konsistenz und Farbung auf- 
weisen, versuchten wir, ihre physikalischen Konstanten zu bestimmen. 
Es wurde das spezifische Gewicht mit Hilfe des Pyknometers und das 
mittlere Molekulargewicht nach Rast! bestimmt. 


Das bis zum konstanten Gewicht wie in Versuch 1 getrocknete Harz 
stellt eine dunkle, erstarrte Masse dar. Zur Fiillung des Pyknometers muBte 
es erst im Trockenschrank bei 40° erwairmt werden. Bei dieser Temperatur 
wird das Harz fliissig und kann in ein 3 bis 5ccm fassendes Pyknometer 
iibergefiihrt werden. Das spezifische Gewicht der Harze aus verschiedenen 
Tabaksorten ist in Tabelle VII! zusammengestellt. Die Molekulargewichts- 
bestimmung der Harze nach Rast konnte nicht fiir alle Tabaksorten aus- 
gefiihrt werden. Bei Tabaken, die ein helles Harz liefern, laBt sich die 
Erniedrigung des Schmelzpunktes beim Schmelzen mit Campher leicht 
bemerken; bei Tabaken mit dunklem Harz ist es tiberhaupt unméglich, den 
Schmelzpunkt zu bemerken. Wir fiihren cine Tabelle mit dem mittleren 
Molekulargewicht der Harze aus verschiedenen Tabaken an. Es ist inter- 
essant, daB dieses Gewicht nicht so groB ist, wie man es hatte erwarten 
k6nnen. 


Tabelle VIII. 





Tabakbenennung a Spez. Gewicht 
Diibeck Nr. 20 . 1 1,017 
Trapezond Nr. 30 . 1 1,027 

‘ 2 2 1,028 

. < as 1 1,029 
Schwaratabak i 1,000 

- 2 0,999 

Tabelle IX. 





Mittleres 


Tabakbenennung Molekulargewicht 


Dibeck Nr.20........ 234,1 
Trapezond Nr.30....... 176, 

je » 10 ..... . | Nicht bestimmbar 
Schwaratabek ........ 339,1 


VI. Die fiir Fette, Ole und Harze iiblichen chemischen Konstanten: Jodzahl 
nach Hiibl und Verseifungszahl,. 


Die Jodzahl wurde auf folgende Weise bestimmt: Eine ones Om 
Menge (0.5 bis 1,0 g) Harz wurde in Ather gelést und in einem Mef®kolben 


1 J. Houben, Die Methoden der organischen Chemie 1, 933. 
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ist auf 50cem aufgefillt. Fiir jede Bestimmung wurden 10 ccm der Lésung 
genommen und 24 Stunden mit der Jodlésung stehengelassen; gleich- 
zeitig wurden Kontrollversuche mit 10 cem des zum Auflésen gebrauchten 
Athers angestellt. 


Es wurde mit n/10 Thiosulfat titriert. Die Titration ist sehr deutlich, 





und die Parallelbestimmungen stimmen gut iiberein. Man erhalt nach 
” Titration mit Thiosulfat eine saure Lésung; ihr Séuregehalt sowie die 
if- Aziditat des Athers im Blindverruch wurde durch Titration mit n/10 NaOH 
mn. gegen Methylrot festgestellt. Die auf 100 ¢ trockenes Harz in Gramm Jod 
las sowie die Hiiblsche Zahl umgerechnete Aziditat wird von uns als ,,Sub- 
stitutionszah!** bezeichnet. Der zur Bestimmung der Jodzahl gebrauchte 
Ather wurde mit saurer Bisulfitlésung, mit Alkali und mit einer gesittigten 
WZ Ca Cl,-L6sung gewaschen, mit “aCl, getrocknet und iiber Natrium destilliert ; 
ste ungewaschener Ather enthalt fast immer Peroxyde, die bei der Be- 
our stimmung der Jodzahl storen. Vor der Bestimmung mu®B immer kon- 
ter trojliert werden, ob der Ather kein Jod aus Jodkalium freimacht. 
4 Es ist schwer, die Verseifungszahl unmittelbar in dem Harz zu 
1S- bestimmen, denn die Lésung ist vollstindig schwarz, und der Farben- 
lie umschlag des Indikators ist nicht feststellbar. Das iibliche Titrations- 
“a verfahren muBte daher etwas abgeaindert werden. Zu der abgewogenen 
oa Harzmenge wird wie gewéhnlich alkoholische Alkalilésung gegossen 
er- und 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Abkiihlen 
en wird zu der Lésung eine bestimmte Menge n/5 Schwefelsiure gegeben, 
die so berechnet ist, daB alles Alkali neutralisiert ist und die Lésung 
schwach sauer wird. Darauf werden 20 ccm Chloroform eingetragen 
und gut umgeschiittelt. Ailes Harz geht dabei in die Chloro- 
formschicht iiber, und die wasserige Schicht wird farblos und klar, 
was fiir die Riicktitration der iiberschiissigen Saure mit n 10 NaOH 
sehr bequem ist. 

Es ist am besten, die Titration mit ‘ihvmolblau durchzufiihren, 
denn der Ubhergang von Gelb zu Schwarz ist sehr scharf; man kann 
aber auch mit Phenolphthalein titrieren. Die Bestimmung der chemi- 
schen Konstanten fiir zwei Tabaksorten ist in Tabelle X angefiihrt. 

Tabelle X. 
Benennung ban’ pe ty My scitungs- Jod- a fo een 
des Tabaks _trockenen zahl zahl were zahl zu 
Nr. lrabakmenge mg Jodzahl 
Trapezond Nr. 30 1 7,10 55.5 144.1 97,9 67.9 
ahl m . 30 2 7,00 58,0 143.4 94,2 65,7 
» Ww l 6.36 43,86 106,1 62.48 58,58 
ne VII. Funktionalgruppen der Harze im Tabakrauch. 
en 


Es wurden folgende qualitative Reaktionen durchgefiihrt, um 
die Funktionalgruppen im Harze des Tabakrauches zu bestimmen. 
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1. Reaktionen der phenolischen Hydroxylgruppe: Es wurden zu 
einer atherischen Harzliésung einige Tropfen Eisenchlorid gegeben: 
deutliche rosa-violette Farbung. 

Eine Lésung von Diazobenzolsulfosiure wurde zu einer atherischen 
Harzlésung gegossen. Es bildete sich ein orange gefairbter Niederschlag 
der Azoverbindungen. Die Reaktion ist besonders deutlich, wenn ein 
alkalisches Extrakt aus der atherischen Lésung des Harzes gewonnen 
wird. 

2. Reaktionen der Aldehydgruppe: Wird eine ammoniakalische 
Lésung von Silbernitrat mit einer atherischen Lésung der Harze ver- 
mischt und erwirmt, so bildet sich ein Metallspiegel. Mit Fehlingscher 
Lésung wird ein Niederschlag von Kupferoxydul gebildet. 


VIII. Untersuchung des Harzes im Rauch von verschiedenen Tabaksorien. 
Es wurden zur Charakterisierung der Qualitat folgende Bestim- 
mungen durchgefiihrt: Gewichtsbestimmung der in Wasser unléslichen 
Harze; Bestimmungen der Jodzahl, der Substitutionszahl, der Ver- 
seifungszahl und des Gesamtstickstoffs in den Harzen. Da wir Grund 
hatten, in den Harzen einen groBen Gehalt an Phenolen zu vermuten, 
trennten wir die atherische Lésung der Harze 


lS ¢ durch Ausschiitteln mit 5°ig. Alkalilésung. In 
0? der itherischen Lésung wurden darauf wieder 


\) { 
‘ 
} 


Jod- und Substitutionszahl und in einigen Ver- 
suchen auch der Gesamtstickstoff bestimmt. 

Kin gleicher Versuch wurde zur Bestimmung 
der Qualititsfaktoren in den Harzen verschiedener 
Tabakmischungen ausgefiihrt. Ein Unterschied 
bestand nur darin, daB nach Extraktion der Harze 
aus der Atherlésung mit Alkali diese letztere 
Lésung in einen von uns konstruierten Extraktor 
fiir Fliissigkeiten (Abb. 1) gebracht wurde und 

Abb. 1. die in Lésung gegangenen Stoffe mit Ather wieder 

ausgezogen wurden. Die erhaltene Lésung wurde 

zu der mit Alkali bearbeiteten Atherliésung gegeben und erst darauf 

(nach genauer Neutralisation) Jod- und Substitutionszah] bestimmt 
(Tabelle X11). 

Wir sehen aus diesen Tabellen, daB die Trennung der aitherischen 
Harzlésung mittels Alkali sich zur Charakterisierung der Qualitit 
nicht eignet: es werden durch Alkali in allen Fallen (Tabelle XI) ungefahr 
30% der mit Jod reagierenden Stoffe entfernt. Es sind aber iiberall 
fast die gleichen Harze, denn erstens bleibt das Verhaltnis von Sub- 
stitutions- zu Jodzahl unverandert, was nicht der Fall sein kénnte, wenn. 
wie wir dachten, Phenole extrahiert wirden, und zweitens verminderte 








XI 


Tabelle 
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sich der Gehalt dieser Stoffe sehr stark, als wir in Versuch 12 sie zuriick 
aus der alkalischen Lésung mit Ather extrahierten (in einem Falle 
verschwanden sie sogar vollstandig). Uberhaupt geben die erhaltenen 
Werte kein klares Bild, denn die Substitutionszahl ist unverandert 
geblieben, was ebenfalls einer Anwesenheit von Phenolen widerspricht. 

AuBerdem muB man aus dem Vergleich der beiden letzten Tabellen 
den SchluB ziehen, daB die Qualititsfaktoren, die bei der Analyse der 
Tabaksorten ein klares Bild liefern (deutlicher Unterschied im Gehalt 
des Harzes, der Verseifungs- und der Jodzahl), bei der Analyse der 
Mischungen viel undeutlicher werden, als ob es das Ziel der Tabak- 
mischungen sei, diesen Unterschied in den verschiedenen Tabaksorten 
auszugleichen. 

Schlubfolgerungen, 

1. Der Gesamtgehalt der in verdiinnter Schwefelsiure unléslichen 
Harze des Tabakrauches schwankt zwischen 6 und 7%. Bessere Tabak- 
sorten enthalten mehr Harze. 

2. Die Verseifungszah| gibt keine Anhaltspunkte zur Beurteilung 
der Qualitat. 

3. Bessere Tabaksorten geben gréBere Jod- und Substitutions- 
zahlen. 

4. Der Stickstoffgehalt der Harze ist gréBer bei schlechten Tabak- 


sorten. 
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Uber die Pektasewirkung. II. 


Von 


Alfred Mehlitz. 


(Aus der Wissenschaftlichen Abteilung der Versuchsstation fiir Obst- und 
Gemiiseverwertung, Geisenheim a. Rh.) 


(Eingegangen am 10, Oktober 1932.) 


A. Versuche zur Reinigung und Anreicherung pektasehaltiger Luzernesiifte 
unter Verwendung der fraktionierten Membranfiltration. 


Bei friiheren Untersuchungen! iiber giinstige Bedingungen der 
Pektasekoagulation konnte ich feststellen, daB diese von ganz be- 
stimmten Mengenverhaltnissen zwischen den vier an der Koagulation 
beteiligten Komponenten, Pektase, Calciumsalz, Pektin und Wasser- 
stoffionenkonzentration, abhingen. Bei einer Pektasekonzentration 
von etwa 0,8% (alkoholgefallte Luzernepektase), einem Ca(l,-Gehalt 
von 0,15 °%, einem Pektingehalt von 1,0°% und einem py von 4,8 bis 5,0 
im Koagulationssystem wurden Pektasekoagulate erhalten, die in 
bezug auf Konsistenz, Schnitt- und Stiirzfihigkeit typischen Gallerten, 
ahnlich den Gelatine-, Agar- und Pektinzuckergallerten gleichkamen, 
deren Struktur jedoch infolge ihres hohen Wassergehalts im allgemeinen 
feiner und spréder war als die der zuletzt angefiihrten Gallerten. In 
technischer Hinsicht wurden mit den erzielten Pektasegallerten Gelier- 
kérper erhalten, die insbesondere wegen ihrer ziemlich weitgeh.nden 
willkiirlichen Zusammensetzbarkeit neue und vielseitige Verwendungs- 
méglichkeiten fiir Pektin, einem der neuesten Spezialgebiete der Obst- 
verwertung, voraussehen lieBen. 

Es erschien mir nun zweckmabig, einige Studien auf dem Gebiete 
der Herstellung von Pektasepriparaten zu betreiben, die nach meiner 
Ansicht den jeweils besonderen Verhaltnissen in der Verwertungspraxis 
angepaBt werden muf. Bei Untersuchung der Frage, ob es méglich sei, 
pektasehaltige PreBsifte durch Membranfiltration anzureichern, hielt 


1 Diese Zeitschr. 221, 217—231, 1930. 
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ich es, trotz mancher Bedenken, die man wegen gewisser adsorptiver 
Vorgainge am Filtermaterial hegen kénnte, zunachst fiir wichtig, fest- 
zustellen, welches Dispersititsgradbereich fiir die Pektase in Betracht 
kommt. In manchen Fallen bietet bekanntlich die Dialyse und auch 
die Membranfiltration die Méglichkeit, Enzymlésungen von léslichen 
Ballaststoffen zu befreien, wobei die Enzyme durch die Membrane 
zuriickgehalten werden. Inwieweit diese Verhaltnisse auch fiir die 
pektasehaltigen Safte zutreffen, lieB sich zweckmaBig durch eine frak- 
tionierte Membranfiltration verfolgen. Dabei war es zunachst von unter- 
geordneter Bedeutung, ob eine Anreicherung bzw. Reinigung von 
Pektasesiften auf dem angedeuteten Wege auch fiir praktische Pektase- 
herstellungszwecke in Betracht kommt. 


Als Untersuchungsobjekt diente ein sehr pektasehaltiger Saft, 
der durch Mahlen und Pressen aus Luzerneklee nach einer friiher be- 
schriebenen Methode! gewonnen wurde. Der von groben Verunreini- 
gungen durch Separieren befreite Saft hatte ein py von 5,97. 10 ccm 
dieses Saftes ergaben nach intensiver und kurzer Mischung mit 10 cem 
einer Apfelpektinlésung, welche 1,7°%, Pektin als Calciumpektat  be- 
rechnet, 0,3°%, CaCl,, 3° Extraktgehalt und ein px von 4,08 besa, 
bei einer Koagulationsdauer von 1'/, Minuten und einer Koagulations- 
temperatur von etwa 20° eine feste bis mittelfeste, schnitt- und stiirz- 
fihige Pektasegallerte mit einem py von 5,08. 


Der separierte und mit Chloroform konservierte Luzernesaft wurde 
nun jeweils durch ein gewoéhnliches Faltenfilter, durch ein EK.-Filter 
(Seitz EK.-Schicht)? und durch mehrere Membranfilter verschiedener 
Porenweiten nach Zsigmondy und Bachmann? filtriert. Mit jedem Filtrat 
wurden Koagulationsversuche obiger Art angestellt. Je 10 ccm der oben 
gekennzeichneten Pektinl6sung wurden in einem geréumigen Reagensglas 
mit je 10 cem Filtrat kraftig geschiittelt. Die Gemische wurden dann sofort 
in kleine Kristallisierschalen gegossen, in welchen die Gallertbildungen 
zeitlich genau verfolgt wurden. Die fraktionierte Membranfiltration des 
Luzernesaftes wurde mit Hilfe eines an die Wasserstrahlpumpe  an- 
geschlossenen Spezialapparates, dem sogenannten Buwa-Apparat*, aus- 
gefiihrt. An Membranfiltern wurden solche mit einer Porenweite von 2, 
1,5, 1, 0,75, 0,6, 0,4 und etwa 0,2 4 verwendet. Es handelt sich bei diesen 
Membranfiltern um Celluloseesterfilter mit sogenannter Siebwirkung, die 
nach der Bechholdschen Luftdurchblasmethode® geeicht worden sind. Die 
mit etwa 0,2 4 gekennzeichneten Membranfilter fiihren auch die Bezeich- 
nung ,,Ultrafeinfilter‘*. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen habe ich 
in der Tabelle I zusammengestellt. 





1 Diese Zeitschr. 221, 219-221, 1930. 

2 Zu beziehen durch die Firma Seitz-Werke, Kreuznach. 

3 Zu beziehen durch die Firma Membranfiltergesellschaft, Géttingen. 
4 Zu beziehen durch die Vereinigung Géttinger Werke, Gottingen. 
5 Bechhold, Zeitschr. f. physik. Chem. 64, 328, 1908. 





Nr. 


or 


6 


~ 


] 
ist zu 
nur d 
Priifu 
kann. 
der e 
ginne 
deren 
ergeb 
zu ke 
auch 








ver 


‘st- 
cht 
ich 
en 
ane 
die 
ak- 
er- 
you 


Se - 


be- 
ini- 
em 
em 
be- 
al}, 
ns- 


Ir'Z- 


rde 
Iter 
ner 
rat 
ben 
zlas 
fort 
gen 
des 
an- 
LuUS - 


sen 
die 
Die 
ich - 
ich 


ren. 


ren. 





Pektasewirkung. IL. 147 
Tabelle I. 
y Koagu- Pu 
: ” Farbe und A é 
Nr. — Aussehen des =— hecd der Beschreibung der Pektasegallerte 
lite Filtrates auer Pektase- 
Min. gallerte 
1 Separierter, Griin, trib 1,5 5,08  Feste bis mittelfeste Gallerte, 
unfiltrierter schnitt- und stirzfahig. 
Originalsaft 
2 Faltenfilter Braun, 1,5 5,01 Fast klare, feste bis mittelfeste 
geklirt Gallerte, schnitt- und stiirz- 
fahig, braunliche Farbe. 
3 Seitz Braun, klar 1,5 5,11 Ganz klare, feste bis mittelfeste 
EK K-Filter Gallerte, schnitt- und stirz- 
fahig, heilbraunliche Farbe. 
4 | Membranfilter Braun, klar 1,8 5,04 Klare, feste bis mittelfeste, 
2u schnitt- und _ stirzfahige 
Gallerte, von gleicher Farbe 
wie Nr. 3. 
5 | Membranfilter Etwas heller 1,7 496 Wie Nr. 4, nur etwas hellere 
1,5 « als Nr.4, klar Farbe. 
6 | Membranfilter Wie Nr. 5 1,8 5,00 Wie Nr. 5. 
lu 
7 | Membranfilter Wie Nr. 5 1,8 4,96 Wie Nr. 5. 
0,75 « 
8 | Membranfilter Wie Nr. 5 1,8 4.96 Wie Nr. 5. 
0,6 4 


9 | Membranfilter’ Etwas heller 2,0 5,08 | Mittelfeste, klare, schnitt- und 
044 als Nr. 5 starzfahige Gallerte, heller als 

Nr. 5, geringe, aber deutliche 

Abnahme d. Pektasewirkung. 


10 | Ultrafeinfilter Heller als 30,0 5.10 Mittelfeste, schnitt- und stirz- 
etwa 0,24 Nr. 9 fahige, klare Gallerte, heller 
als Nr. 9. Deutliche Ab- 
nahme der Pektasewirkung 
(vgl. Koagulationsdauer). 


Bei Beurteilung der vierten und letzten Vertikalreihe dieser Tabelle 
ist zu beriicksichtigen, daB der Verlauf der Pektasekoagulation bisher 
nur durch eine Sinnenpriifung mit spater anschlieBender mechanischer 
Priifung der Gallertfestigkeit, z. B. durch Fingertest, verfolgt werden 
kann. Mit einiger zeitlicher Genauigkeit kann immer nur der Beginn 
der eigentlichen Gallertbildung erfaBt werden. Der Zeitpunkt der be- 
ginnenden Gallertbildung erlaubt aber keineswegs einen SchluB auf 
deren Gesamtdauer und Ende. Daher ist es zweckmaBig, das Gesamt- 
ergebnis der Reaktion noch durch Charakterisierung der Gallertfestigkeit 
zu kennzeichnen, die, wie ich friiher (1. ¢.) schon berichten konnte, 
auch in hohem MaBe von der Pektasekonzentration abhangig ist. 


10* 
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Die Gallertfestigkeit priift man am besten erst nach Ablauf von 
etwa 24 Stunden. In dieser Zeit miissen die etwa 95 °%% Wasser enthalten- 
den Gallerten vor Verdunstung unbedingt geschiitzt werden, da etwaige 
Verschiebungen in den Konzentrationsverhaltnissen der Koagulations 
komponenten von EinfluB auf die Gallertfestigkeiten sind. Bei den vor- 
liegenden Untersuchungen wurden daher die stets gerade gebildeten 
Gallerten in einen leeren Exsikkator gestellt, in welchem eine Wasser- 
abgabe praktisch nicht méglich war. Die Festigkeitspriifungen konnten im 
vorliegenden Falle nur rein individuell durch Druckproben mit der Hand 
vorgenommen werden. Die beste Art der Festigkeitspriifung fiir Gallerten 
stellt allerdings die Bestimmung ihrer ZerreiBfestigkeit dar. Leider ist 
es aber bisher nicht gelungen, einen wirklich brauchbaren Gelmesser 
ausfindig zu machen oder zu konstruieren, der auch die einwandfreie 
Festigkeitspriitung kleiner Gelmengen der vorliegenden Art gestattet. 
Zur Erginzung der Druckproben wurde schlieBlich noch die Schnitt- 
und Stiirzfahigkeit der erzeugten Gallerten herangezogen. 


Aus den Ergebnissen der Tabelle I geht nun hervor, daB die 
Koagulationsdauer im Verlauf der fraktionierten Membranfiltration 
bis zu einer Filterporenweite von 0,44. nur sehr langsam zunimmt. 
Mit dieser geringen Zunahme der Koagulationsdauer geht auch eine 
geringe Aufhellung des Luzernesaftes einher. 

In bezug auf die Konsistenz der Pektasegallerten liBt sich eine 
deutliche Verminderung der Pektasewirkung in den Membranfiltraten 
erst beim neunten Versuch, bei dem ein Membranfilter von 0,4 4 ver- 
wendet wurde, feststellen. Die Druckfestigkeit der neunten Pektase- 
gallerte war deutlich geringer als die der vorhergehenden Gallerten. 
Trotzdem war die Schnitt- und Stiirzfihigkeit kaum geringer als die 
der vorhergehenden Gallerten. 

Beim zehnten Versuch dieser Versuchsreihe trat dann eine auBer- 
ordentlich starke Zunahme der Koagulationsdauer bis auf das 20 fache 
der Anfangskoagulationszeit ein. Die Priifung der Konsistenz der 
Gallerte ergab wieder eine deutliche Verminderung der Festigkeit 
gegeniiber den vorhergehenden Pektasegallerten. Auffilligerweise 
konnte jedoch immer noch eine schnitt- und stiirzfahige Gallerte erhalten 
werden. 


Aus den Ergebnissen der vorstehenden Versuche geht zusammen- 
fassend hervor, daB keines der durch fraktionierte Membranfiltration 
gewonnenen Filtrate pektasefret ist. Bei der gew6hnlichen Entkeimungs- 
und Membranfiltration findet mit Ausnahme des zehnten Versuchs 
praktisch keine Anreicherung des Luzernesaftes auf dem Filter statt. 
Lediglich beim zehnten Versuch konnte eine geringe Anreicherung 
beobachtet werden. Bei diesem Versuch wurde das Ultrafeinfilter 
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(etwa 0,2 4) mit 30 cem Saft beschickt. Der auf dem Filter verbliebene 
Saftrest betrug 15 ccm. 10 ccm dieses angereicherten und gut gemischten 
Luzernesaftes ergaben mit der gleichen Menge oben beschriebener 
Pektinlésung in 1,3 Minuten eine feste, schnitt- und stiirzfahige Gallerte. 
Eine Befreiung pektasehaltiger Safte von léslichen Ballaststoffen und 
eine damit einhergehende Anreicherung solcher Safte auf dem Wege der 
Membrantiltration, die bekanntlich heute schon fiir die verschiedensten 
technischen Zwecke Anwendung findet, kommt fiir praktische Pektase 
herstellungszwecke nicht in Frage. Wirtschaftlich filtrierende Membran 
filter halten die Pektase bei der Filtration praktisch nicht zuriick, und selbst 
bei Anwendung auBerordentlich scharf, langsam und unwirtschaftlich 
filtrierender Ultrafeinfilter entstehen erhebliche Pektaseverluste. 


B. Die Beeinflussung der Pektasewirkung bei der Herstellung von Trocken- 
pektase aus Luzernesiiften. 


Gelegentlich der schon erwahnten friiheren Arbeiten tiber die Pek- 
tasewirkung (1. c.) konnte ich beobachten, daB die Koagulationszeiten 
bei den unter Verwendung von alkoholgefiiltem Pektasepulver her- 
gestellten Gullerten trotz relativ hoher Pektasekonzentration auBer- 
ordentlich viel langer waren als die bei den mit frischen Luzernesiften 
hergestellten Gallerten. Es erschien mir wichtig, festzustellen, bei 
welcher Phase der Pektasedarstellung die beobachtete groBe Abnahme 
bzw. Hemmung der Pektasewirkung beginnt und welchen Verlauf diese 
Erscheinung wahrend der ganzen Pektaseherstellung nimmt. Bei den 
folgenden Untersuchungen sollte daher die Pektasewirkung wahrend 
der Herstellung von Trockenpektase quantitativ verfolgt werden. 

Der Herstellungsvorgang war folgender: Frisch gemahte Luzerne 
wurde auf einer Fruchtpresse (Alexanderwerk 5200) ausgepreBt. Der 
Rohpre8saft wurde mit Chloroform versetzt und 24 Stunden in einer ver- 
schlossenen Flasche im Dunkeln stehengelassen. Hierauf wurde der Saft 
auf einer Schnellumlaufzentrifuge separiert und durch Faltenfilter blank 
filtriert. Das Filtrat hatte braune Farbe. Sowohl mit dem Rohprefisaft 
als auch mit dem separierten und blank filtrierten Saft wurden Pektase- 
gallerten in der weiter oben beschriebenen Weise hergestellt. Die dabe 
erzielten Ergebnisse gibt die Tabelle IT wieder. 


Tabelle I]. 





Koagula- PH in der 


Nr. Saftart ; PH tionsdauer Pektase- Beschreibung der Pektasegallerte 
im Saft Min. gallerte 
1 Original- 6,18 1,0 5,66 este, schnitt- und stirzfahige 
Prebsaft Gallerte von griiner Farbe 
2 Rohprebsaft 6,08 1,0 5,34 Wie Nr. 1. 
separiert 
3 || Blankfiltrierter 5,97 1.0 5,07 leste, schnitt- und stirzfahige 


Prebsaft Gallerte yon braunl. Farbe. 
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Diese Ergebnisse lehren, daB bei der Pektaseherstellung bis zu 
Blankfiltration keine Verluste in der Pektasewirkung des Luzernesaftes 
eintreten. Dieselbe Erscheinung konnten wir schon bei den in der Ta- 
belle I aufgefiihrten Versuchen beobachten. Nunmehr wurden 500 cem 
des blank filtrierten Luzernesaftes mit 1 Liter 90°,igem Alkoho! 
gefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, abgesaugt und mit 500 ecm 
Wasser unter innigem Verreiben aufgeschliammt. Nach 3 Stunden 
wurde die wiederholt umgeriihrte Aufschlammung filtriert. Mit dem 
Filtrat, das beziiglich seiner Pektasekonzentration mengenmabig, 
d.h. ohne Beriicksichtigung der Enzymwirkung, annahernd dem 
Konzentrationsverhaltnis im blank filtrierten Luzernesaft entsprach, 
wurden einige Pektasegallerten hergestellt. Da infolge der Entfernung 
der restlichen Extraktstoffe bei der Filtration der Alkoholfallung fast 
alle Pufferstoffe des Luzernesaftes verloren gingen, war es nétig, das py 
in der unter A gekennzeichneten Pektinlésung durch geringe, das 
Volumen praktisch nicht beeintraichtigende Zusaitze (aus der Mikro- 
biirette) einer 10°igen Natronlauge so einzurichten, da8 in den spater 
hergestellten Gallerter fir die Koagulation giinstige Aziditatsverhalt- 
nisse (1. c.) geschaffen wurden. Die mit dem Filtrat der Aufschlammung 
des Alkoholniederschlages angestellten Koagulationsversuche lieferten 
folgende Ergebnisse : 

Tabelle III. 





Pu in de Koagulations- 
Nr. pubsmecasiiente dauer Beschreibung der Pektaseguallerte 
Min. 

1 5,17 18 Feste bis mittelfeste, schnitt- und stiirzfahige 
Gallerte von hellem, durchscheinendem 
Aussehen. 

2 5,08 17 Wie Nr. 1. 

8 4,99 16 Feste, schnitt- und stiirzfahige Gallerte von 
gleichem Aussehen wie Nr. 1 

4 5,12 17 Wie Nr. 1. 


Betrachten wir das Ergebnis des in bezug auf Koagulationsdauer 
und Gallertfestigkeit am giinstigsten ausgefallenen Versuchs, das ist 
der dritte Versuch, so erkennen wir, daB bereits nach der ersten Alkohol- 
fallung und Wiederlésung der Pektase eine groBe Erhéhung der Koagu- 
lationsdauer eintritt. Es ist interessant, daB mit dieser Vermehrung 
der Koagulationszeit aber nicht im gleichen MaBe eine Verminderung 
der Festigkeit der Pektasegallerten einhergeht. Ob diese Erscheinung 
auf nur einem verhaltnismaBig geringen, mengenmaBbigen Pektase- 
verlust bei der Alkoholfallung und Wiederlésung der Luzernepektase 
beruht, laBt sich auf Grund der vorliegenden Versuche nicht sagen. 
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Die Vermehrung der Koagulationszeiten trotz der fast gleichbleibenden 
Gallertfestigkeiten lieBe sich méglicherweise auch auf Hemmungen 
anderer, noch unbekannter Faktoren, vielleicht schon auf die sonst 
unterschiedliche Zusammensetzung der Gallerten und die Verschiedenheit 
des physikalisch-chemischen Zustandes im Luzernesaft und in der 
wasserigen Pektaselésung, also auf die Milieuanderungen, zuriickfiihren. 
Es gibt ja in der Enzymwissenschaft manche Analogien zu der in Frage 
stehenden Erscheinung. 

Im Verlauf der weiteren Untersuchungen wurden nun 300 cem des 
Filtrats der Aufschlammung des Alkoholniederschlags in diinnem Strahl! 
in 600 ccm 90° igen Alkohol gegeben. Die von neuem ausgeschiedene 
Pektase wurde abfiltriert. mit Alkohol und Ather gewaschen und schart 
abgesaugt. Der Niederschlag wurde im Vakuumexsikkator iiber Calcium- 
chlorid getrocknet und pulverisiert. Die durch peinlich quantitatives 
Arbeiten gewonnene Ausbeute an Trockenpektase betrug 6,62 g. Das 
erhaltene Pektasepulver léste sich in Wasser gut auf. 

Die gewonnenen 6,62 g Trockenpektase entsprachen also 300 ccm 
Pektaseloésung, die ihrerseits wieder 300 cem des Originalsaftes gleich- 
kamen. An der Ausbeute an Trockenpektase gemessen enthielt der 
Originailuzernesaft 2,21°% Pektase. Mit einer ebenso konzeutrierten 
Lésung, welche durch Auflésen der Trockenpektase in Wasser her- 
gestellt wurde, wurden weitere Koagulationsversuche in bekannter 
Weise angestellt. Auch bei diesen Versuchen wurden die py-Verhaltnisse 
in der Apfelpektinlésung so eingerichtet, daB in den Pektasegallerten 
nachher giinstige Aziditatsverhaltnisse vorherrschten. Die Koagulations- 
ergebnisse zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





1 4,90 55 Mittelfeste bis feste, 

2 5,05 50 | schnitt- und stirzfahige 

3 4,96 50 Gallerten von klarem Aussehen 
4 491 50 und heller, grau-braunlicher 
5 5.11 60 Farbe. 


Bei dieser Versuchsreihe li8t sich ebenfalls neben der relatiy 
hohen Vermehrung der Koagulationsdauer auf das 50fache der Anfangs- 
koagulationszeit beim Originalluzernesaft nur ein geringer, wenn auch 
deutlicher Riickgang der Gallertfestigkeit feststellen. Durch die zweite 
alkoholische Fallung der Pektase und dem anschlieBenden Trocknungs- 
prozeB wird die Pektasekoagulation demnach insofern beeinfluBt, als 
in der Hauptsache nur wieder die Koagulationszeiten erheblich ver- 
langert werden. 
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Zusammenfassend laBt sich sagen, daB die Pektasewirkung im Verlau} 
der Pektaseherstelluny aus Luzernesiften in erster Linie hinsichtlich der 
Koagulationszeiten beeintrdchtigt wird. Der Koagulationseffekt in bezug 
au} Festigkeit der Pektasegallerten wird dagegen nur sehr wenig verringert. 


Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde auch der 
Einfluf von Entfdrbungskohle auf die Pektasewirkung von Luzernesiften 
studiert. Die Méglichkeit einer Kohleentfarbung von filtrierten Klee- 
siften hat fiir die technische Darstellung von Pektasepriparaten be- 
sonderes Interesse. Es wurde festgestellt, daB selbst bei relativ hohen 
Zusitzen an Entfairbungstierkohle (Merck) von etwa 3°, keine Beein- 
trachtigungen der Pektasewirkung, sowohl in bezug auf Koagulations- 
zeit als auch hinsichtlich der Gallertfestigkeit, stattfanden. Eine prak 
tische Brauchbarkeit der Kohleentfarbung war aber nicht zu beobachten, 
da der Entfairbungseffekt gering war. 


Ferner wurde noch ein ganz neues Verfahren zur Herstellung 
eines trockenen, wasserléslichen, Pektase enthaltenden Extraktes 
von R. Paul und R. H. Grandseigne! nachgearbeitet. Nach diesem 
Verfahren wird der PreBsaft z. B. aus Luzerne durch Separieren, Ent- 
firben mit Tierkohle, Ausflockung unter Zusatz von Pektinlésung usw. 
von Verunreinigungen befreit und mit einem Kolloid, wie z. B. Gelatine, 
versetzt. Die Pektase wird dann zusammen mit der Gelatine durch 
Zusatz von Aceton ausgefallt, getrocknet und pulverisiert. Nach der 
Patentbeschreibung soll die Gelatine die Rolle eines Solubilisators 


= Ty 


spielen, wodurch eine bessere Léslichkeit der aus 25 Teilen Pektase 
und 75 Teilen Gelatine bestehenden Pektasepriparate gewahzrleistet 
werden soll. Mehrere genau nach den Vorschriften aus Luzerne her- 
gestellte Praparate, bei denen durch Analyse auch obige Zusammen- 
setzung ermittelt wurde, lésten sich entgegen den Erwartungen aber viel 
schlechter als praktisch reine, alkoholgefallte Trockenpektase. 


C. Versuche iiber die gelierungstechnische Verwertbarkeit der Pektase. 


Bisher konnte das Pektin in der Gelierungstechnik nur in Ver- 
bindung mit ausreichenden Mengen von Zucker Verwendung finden. 
In einer friiheren Arbeit iiber die Geleebildung? konnte ich berichten, 
in welcher Weise der Gelierungseffekt von den drei Gelierungskompo- 
nenten, Pektin, Zucker, Séiure abhangig ist. Ich stellte fest, daB bei 
einem erforderlichen pq von etwa 3,0 wenigstens 50°%, Zucker im 
Gelierungssystem vorhanden sein miissen, wenn tiberhaupt eine Gelierung 
eintreten soll. Auch eine Steigerung der Pektinkonzentration weit iiber 


' R. Paul u. R. H. Grandseigne, D. R.-P. 545546, KI. 53k. 
2 A. Mehlitz, Kons.-Ind. 12, 467—470, 1925. 
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das bei Anwesenheit von 50°, Zucker notwendige MaB hinaus fiihrte 
bei geringeren Zuckergehalten zu keiner Gelierung. 

Nachdem es bisher auch in technischer Hinsicht gelang, vollig 
zuckerfreie Pektase/Pektingelees zu erhalten, wandte ich mich Versuchen 
zur Herstellung von solchen Gelees zu, welche weniger als 50°, Zucker 
enthielten. Zu diesem Zweck bereitete ich mehrere Gemische der 
unter A gekennzeichneten Apfelpektinlésung, nachdem ich deren py 
durch einen geringen Zusatz einer 10% igen Natronlauge auf 4,60 
erhéht hatte, in folgender Weise vor: 


1. 20cem Pektinlésung + 19 ¢ Zucker 

a WO in ive + lig = + 2.4cem Wasser 
3.20 . e + 10g - - BA « ” 
‘im . = + 8g m + 8,4 

a OP a + lg me - 10.8 

6. 20 ,, - + 11,4cem Wasser 


Diese Gemische wurden mit folgendermaBen hergestellter Pektase- 
lésung versetzt: 1000 ccm frischer, blank filtrierter Luzernesaft wurde, 
wie gewohnlich, in die doppelte Raummenge 90°, igen Alkohols gegeben, 
der Niederschlag wurde abgenutscht und nach scharfem Absaugen mit 
500 cem Wasser unter innigem Verreiben im Porzellanmérser restlos auf- 
geschlammt und nach zehnstiindigem Stehen filtriert. Mit dem gewonnenen, 
pektasehaltigen Filtrat wurden die Koagulationsversuche angestellt. Je 
15,7 cem der obigen Gemische Nr. 1 bis 6 wurden in Reagensgliser gegeben, 
mit je 4,3 cem der Pektaselésung versetzt, kurz und kraftig umgeschiittelt 
und sofort in Kristallisierschilchen gegeben. Die Ergebnisse der Versuchs- 
reihe zeigt die Tabelle V. 

Tabelle V. 





Extraktgehalt 
in den Gallerten . 
Koagulationsdauer Beschreibung der 


‘i einschl. Zucker Pu « 
me (vefraktometrisch) der Gallerten Pektasegallerten 
5 Min. 

1 463 5,35 192 

2 40.3 4,97 78 , 

3 29.9 4.73 48 Feste, schnitt- 
4 172 4.63 30) und stirzfahige 
5 63 470 3 Gallerten 

6 2,6 4,65 30 


Aus den Werten dieser Tabelle geht zunaichst hervor, daB das py in 
den Gallerten mit zunehmendem Extraktgehalt ansteigt. Da die 
Zusitze an Pektin- und Pektaselésung in den Gallerten dauernd konstant 
gehalten wurden, laBt sich die Erhéhung des py nur auf die Zusitze 
an Zucker zuriickfiihren, dessen 50 %ige Losung ein py von 5,46 aufwies. 


Besonders interessant ist nun der Verfolg der Koagulationszeiten. 
Mit steigender Zuckerkonzentration in den Gallerten nahm die Koagu- 
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lationsdauer erheblich zu. Sie betrug bei einer Zuckerkonzentration 
von etwa 45°, bereits mehr als das Dreifache der Koagulationszeit 
der sechsten, praktisch zuckerfreien Gallerte. 

Obwohl sich bei zuanehmender Zuckerkonzentration in den Gallerten 
die Koagulationszeiten bedeutend erhéhen, bleiben die Festigkeiten 
der Gallerten nahezu gleich. Es scheint, da& wir es auch hier wieder 
nur mit einer Beeintrichtigung der Pektasewirkung zu tun haben, 
die sich in der Koagulationsdauer. nicht aber im Endeffekt der Gallert- 
bildung auswirkt. Die vorstehenden Versuche beweisen die in gelierungs- 
technischer Hinsicht sehr interessante Tatsache, daB es mdéglich ist, 
Pektin/Pektasegelees mit weniger als 50%, Zucker herzustellen. 


SchlieBlich war es noch von besonderem technischen Interesse, 
die Linuirkuny von Essigsdure auf die Pektasegeleebildung zu studieren. 
Gelegentlich friiherer Arbeiten stellte ich fest, daB die Kssigsiure die 
Bildung von Pektin /Zuckergelees sehr nachteilig beeinfluBt. Die nach- 
folgenden Untersuchungen sollten nun den Verlauf der Pektasegelee- 
bildung bei variierenden Essigsiurezusatzen aufzeigen. 


Aus einem Pektasetrockenpriparat wurde eine 10°%ige Pektase- 
lésung bereitet. Mit je 0,8 cem dieser Lésung wurde stets eine ,,Standard- 
gallerte*‘! hergestellt, die auBer der Pektaselésung noch 5 ccm der unter A 
beschriebenen calciumchloridhaltigen Pektinlésung und 4,2 cem Wasser 
bzw. Wasser plus Essigsiure enthielt. Die Essigsiurezusitze erfolgten 
zunachst direkt in die Pektinlésung, und zwar derart, daB das Gesamt- 
volumen (9,2 cem) von Pektinlésung plus Wasser plus Séurezusatz konstant 
gehalten wurde. Zur einfacheren Vorbereitung der Pektinlésungen und 
wegen der darin vorzunehmenden px-Messungen wurde immer die vierfache 
Menge hergestellt, und zwar: 


1. 20cem Pektinlésung + 16,8 cem Wasser 

ee is + 16.6 ,, » + 0,2cem n CH,COOH 
3. 20 5, es + 16,4 ,, » +90,4 ,, n CH;COOH 
4. 20 ,, 99 - 862 s - + 0,6 , n CH,;,COOH 
5. 20 ,; 9 + 16,0 ,, ¥9 + 0.8 ,, n CH,COOH 
6. 20 ,, & + 15,8 ,, ‘a + 1,0 ,. n CH,COOH 
oe a - + 15,6 ,, 99 + 1,2 , n CH,;,COOH 
8. 20 ,, a + 15,3 ,, 9 + 1,5 , mn CH,COOH 
9. 20 ,, - + 14,8 ,, » +2,0 , n CH,COOH 
10. 20 ,, a + 14,3 ,, es + 2,5 ,, n CH,COOH 
11. 20 ,, a + 13,8 ,, . +30 ,, n CH,COOH 
12. 20 ,, * + 11,8 ,, » +50 , n CH,;,COOH 


Je 9,2cem dieser Mischungen wurden in Reagensgliser gegeben, mit 
je 0,8cem 10° iger Pektaselésung versetzt, kurz und intensiv geschiittelt 
und gleich in Kristallisierschalchen gegossen. Tabelle VI zeigt die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe. 


1 4A. Mehlitz, diese Zeitschr. 221, 225— 228, 1930. 
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Tabelle VI. 





: ; Essigséure- Koagu- 

Ver- | py in der gehalt der | PH |ations- 

such || yorbereiteten Gallerte in der = dauer Beschreibung der Pektasegelees 
Nr, || Pektinlisung On Gallerte Std. 

1 4,04 = 4.88 1,5  Klare, feste, schnitt- und stirz- 
fahige Gallerte von indifferentem 
Geruch und Geschmack. 

2 3,99 0,3 4,60 18 Wie Nr. 1. Geschmack fein siuer- 
lich. 

3 3,90 0.6 4,53 2,0 | Wie Nr. 2. 

4 3,86 0,9 4,47 2.5 Klare, mittelfeste, schnitt- und 
stiirzfahige Gallerte von indiffe- 
rentem Geruch. Geschmack wie 
Nr. 2. 

5 3,81 1,2 4,45 3,6 Wie Nr.4. Geruch fein sauerlich. 
Geschmack sauerlich. 

6 3,76 1,5 4.35 4.1. Wie Nr.4. Geruch deutlich sauer- 
lich. Geschmack sauerlich. 

7 3.73 1,8 4,33 5,1 Wie Nr. 4. Geruch schwach, aber 
deutlich essigsauer. Geschmack 
sauerlich. 

8 3,67 2,6 4,30 6.5 Wie Nr.4. Geruch und Geschmack 
wie Nr. 7. 

sf) 3,64 3,0 4.19 8,3 Wie Nr.4. Geruch deutlich essig- 
sauer. Geschmack essigsauer. 

10 3,58 3,8 4,05 10.5 Wie Nr. 4, jedoch deutlich zarter 


Geruch essigsauer. Geschmack 
starker essigsauer als Nr. 9. 

11 3,55 4,6 4,01 13,2. | Wie Nr. 10. Geruch starker essig- 
sauer als Nr.10. Geschmack 
stark essigsauer. 


12 3,50 3,95 15,5 Klare, mittelfeste bis weiche, noch 
schnittfahige Gallerte. Essigge- 


ruch. Starker HEssigyveschmack. 


~I 
o 


Die Ergebnisse der obigen Tabelle lehren eine fortlaufende Zunahme 
der Koagulationszeiten mit steigendem Essigsauregehalt der Gallerten. 
Bei einer Verschiebung des py in der Gallerte von 4,88 bis 3,95, ent- 
sprechend einem Essigsaiurezusatz bis 7,5°/), konnte etwa eine Verzehn- 
fachung der Anfangskoagulationsdauer beobachtet werden. Diese 
Ergebnisse entsprechen fast genau meinen friiheren Feststellungen!, 
nach welchen eine pq Verschiebung in saurer Richtung unter Verwendung 
von Weinsiure bei gleichem py-Intervall ebenfalls eine ungefaihre 
Verzehnfachung der Anfangskoagulationsdauer zeitigte. Die Pektase- 
koagulationsdauer scheint demnach wohl allein von der Wasserstoffionen- 
konzentration, dagegen nicht von der Art und Konzentration der Sdure- 
anionen abzuhdngen. 


! Diese Zeitschr. 221, 229 und 230, 1930. 
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Die Gelees 1 bis 3 waren feste, schnitt- und stiirzfahige Gallerten 
von noch nicht ausgeprigtem Essigsiuregeruch und -geschmack. 
Die Gelees 4 bis 11 waren mittelfeste, schnitt- und stiirzfahige Gallerten. 
Vom 7. Gelee ab trat sowohl in geruchlicher als auch in geschmacklicher 
Hinsicht in steigendem Mae der Essigsiurecharakter in Erscheinung. 
Die Gelees 11 und 12 waren schon stark essigsauer. Die Festigkeit 
des 12. Gelees lieB bereits stark nach. 

Die vorstehenden Versuche lassen eine gewisse Verwendungs- 
méglichkeit von Pektasegelees in der Priservenindustrie erkennen. 
Es sei an dieser Stelle noch besonders darauf hingewiesen, daB die einmal 
gebildeten Pektasegelees, deren Skelett bekanntlich aus unléslichem, 
pektinsaurem Kalk besteht, sehr warmebestdndig sind. 


Zusammenfassung. 


1. Alle durch fraktionierte Membranfiltration unter Verwendung 
von Membranfiltern mit einer Porenweite von 2 bis etwa 0,2 ge- 
wonnenen Filtrate eines Luzernesaftes enthielten mehr oder weniger 
Pektase. 

2. Bei Anwendung von Membranfiltern von einer Porenweite 
von 2 bis 0,4 « konnte nur eine geringe Zunahme der Koagulationsdauer 
der mit den Filtratfraktionen hergestellten Pektasegallerten festgestellt 
werden. Erst bei der Filtration durch sogenannte Ultrafeinfilter (Poren- 
weite etwa 0,2 4) konnte eine erhebliche Zunahme der Anfangskoagu- 
lationsdauer auf das 20fache beobachtet werden. 

3. Die Druckfestigkeiten der mit den Filtratfraktionen 2 bis 0,6 u 
erzeugten Pektasegallerten waren nahezu gleich. Eine geringe Abnahme 
wurde erst bei der unter Zuhilfenahme eines Membranfilters mit einer 
Porenweite von 0,44 gewonnenen Filtratfraktion wahrgenommen. 
Auch die Filtratfraktion des Ultrafeinfilters ergab trotz auBerordentlich 
groBer Zunahme der Koagulationszeit noch mittelfeste, schnitt- und 
stiirzfahige Gallerten. 

4. Eine fiir praktische Pektasedarstellungszwecke brauchbare An- 
reicherung von pektasehaltigem Luzernesaft durch Membranfiltration 
konnte nicht erreicht werden. 

5. Bei der Pektasedarstellung durch Alkoholfallung verringerte 
sich die Pektasewirkung nach der ersten Fallung in bezug auf Koagu- 
Jationsdauer erheblich, d.h. letztere nahm stark zu. Im Gegensatz 
dazu blieb die Festigkeit der Pektasegallerten gegeniiber der mit 
Originalluzernesaft erzeugten Gallerte fast unverandert. 

6. Durch wiederholte alkoholische Fallung der Pektase und an- 
schlieBenden TrocknungsprozeB wurde die Pektasewirkung ebenfalls 
in der Hauptsache our in bezug auf wesentliche Erhéhung der Koagu- 
lationszeiten beeinfluBt. 
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7. Eine Behandlung von Luzernesiften mit Entfairbungskohle 
war ohne EinfluB auf die Pektasewirkung. 

8. Es gelang, Pektase/Pektingelees mit weniger als 50%, Zucker- 
gehalt herzustellen. Dabei nahm mit steigender Zuckerkonzentration 
die Koagulationsdauer wesentlich zu. Bei einer Zuckerkonzentration 
von etwa 45% betrug sie iiber das Dreifache als bei einer praktisch 


zuckerfreien Gallerte. Die Festigkeiten der Pektase/Pektingelees 
blieben dagegen bei den verschiedenen Zuckerkonzentrationen nahezu 
gleich. 


9. Versuche zur Herstellung von Pektasegallerten mit Essigsdure- 
zusatz gelangen ebenfalls. Hierbei wurde gefunden, daB die Koagu- 
lationsdauer bei der Gallertbildung wohl nur von der Wasserstoffionen- 
konzentration abhangig zu sein schien. Bei einer infolge des Essigsiure- 


zusatzes hervorgerufenen py-Verschiebung von 4,88 bis 3,95, ent- 
sprechend einem Essigsiurezusatz bis 7.5°/5), wurde etwa eine Verzehn- 
fachung der Anfangskoagulationsdauer beobachtet. 








Studien iiber den Einflu6b verschiedener aliphatischer 
und aromatischer Verbindungen auf das Diphtherietoxin. 


Von 


S. Schmidt. 
(Aus dem Staatl. Serum-Institut Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 13. Oktober 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die ersten Untersuchungen tiber die Einwirkung verschiedener, sowohl 
physikalischer als chemischer Faktoren, auf die Bakterientoxine sind von 
Roux und Yersin, den Entdeckern des ersten bakteriellen Giftes, des 
Diphtherietoxins, gemacht worden. Spéter, als man dank des Nachweises 
der Antitoxine (v. Behring, Wernicke, Kitasato) anfing, Immunisierung von 
Pferden und Ziegen zu unternehmen, erhielten solche Versuche eine groBe 
Bedeutung. Es galt niamlich, die Toxine etwas abzuschwachen, damit man 
nicht bei noch unbehandelten Tieren zu groBe Reaktionen hervorrief. 
Roux und seine Mitarbeiter (Vaillard, Martin) sowie Behring, Boer und 
Wernicke benutzten vornehmlich Jodverbindungen, Jodtrichlorid, Hypo- 
chlorite der Alkalimetalle, Wasserstoffsuperoxyd usw., um die Giftigkeit 
der Toxine herabzusetzen. Auch Versuche iiber Einwirkung verschiedener 
Konservierungsmitteln haben interessante Resultate ergeben. Salkowski 
fand (1898), da Formaldehyd, Phenol und Salicylaldehyd das Diphtherie- 
gift abschwiichen, und er vermutet einen gewissen Zusammenhang zwischen 
der Wirkung solcher Chemikalien auf Bakterientoxine und ihren thera- 
peutischen Effekt (die Wirkung der Creosotverbindungen auf die Lungen- 
tuberkulose, die Bedeutung der Salicylpraparate bei rheumatischen 
Krankheiten, die Quecksilberbehandlung der Syphilis usw.). 

Ehrlich, welcher 1898 zeigte, daB Schwefelkohlenstoff eine entgiftende 
Wirkung auf das Tetanustoxin ausiibt, scheint damals die Idee _ einer 
rationellen Untersuchung iiber die Natur des Diphtheriegiftes mit seinen 
Versuchen verbunden zu haben, aber man findet jedoch in seinen spiteren 
Publikationen keine Notizen hieriiber. Sonst findet man in der Literatur 
eine Menge zerstreuter Angaben iiber die Wirkung dieser oder jener Ver- 
bindung auf Toxine, aber eine systematische, rein theoretische Arbeit 
hieriiber scheint bis jetzt nicht ausgefiihrt worden zu sein. Wir haben schon 


in einer friiheren Arbeit die Bedeutung einer Reihe von anorganischen _ 


Verbindungen auf die Stabilitaét des Diphtheriegiftes! systematisch unter- 


1 Zeitschr. f. Ind. 66, 292 u. 506, 1930; 67, 197, 1930. 
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sucht, und die jetzige Arbeit, welche sich mit organischen Verbindungen 
beschaftigt, bildet somit eine Fortsetzung der friiheren Untersuchungen. 


Wir haben uns bemiht, unter derartigen Versuchsbedingungen 
zu operieren, daB die Resultate unserer Experimente wirklich ver- 
gleichbar wiirden. So haben wir fiir alle Untersuchungen, welche mit 
Rohgift vorgenommen sind, eine und dieselbe Toxinmischung benutzt. 
Dasselbe Standardserum wurde stets fiir die Messungen verwendet. 
Dazu wurde die Wasserstoffionenkonzentration stets konstant ge- 
halten. Fiir einige Versuchsreihen haben wir ein gereinigtes Toxin 
benutzt. Das hat natiirlich den Vorteil, daB die zu untersuchende 
Verbindung nicht von den unspezifischen Bouillonbestandteilen adsor- 
biert oder gebunden werden kann, was sonst in einigen Fallen Versuchs- 
fehler verursacht und somit den Wert des Resultats problematisch 
macht. Es ware natiirlich erwiinscht, fiir simtliche Versuche gereinigte 
Toxine zu gebrauchen. Doch dies st6Bt auf die praktische Schwierig- 
keit, daB die Herstellung solcher Praparate nicht ganz eintach ist, wie 
wir spater sehen werden. 


Bei saimtlichen Versuchen mit Rohtoxin wurde ein ganz einfaches 
Verfahren durchgefiihrt. Die Verbindung wurde dem Toxin zugesetzt. 
Die Menge entsprach immer der Konzentration n/10. | Schwerldsliche 
Substanzen wurden, wenn es sich um Fliissigkeiten handelte, mit dem 
Toxin geschiittelt, und feste Koérper sorgfaltig verrieben. Die Mischungen 
wurden dann in den Brutschrank gestellt, und die Bindungsfahigkeit sowie 
die Giftigkeit des Toxins wurden nach 1 Woche bzw. 1 Monat bestimmt, 
unter Verwendung der Ramonschen Flockungsmethode und des gew6éhn- 
lichen Ehrlichschen Titrierungsverfahrens auf Meerschweinchen. In einigen 
Fallen wurde auch die Bindungsfihigkeit in vivo nach einer besonderen 
Technik bestimmt, welche wir niéher besprechen werden. Bekanntlich 
hat Ehrlich nicht nur eine Methode zur Bestimmung der direkten, sondern 
auch des indirekten Giftwertes eines Toxins angegeben. Diese letzte wird 
ja bei den GréBen Ly und L, bezeichnet. Nun darf man zunichst nicht 
vergessen, daB nach den letzten Untersuchungen diese Werte kein exakter 
Ausdruck fiir die Bindungsfaihigkeit des Toxins sind; aber auch wenn dies 
der Fall ware, so wiirden sich diese GréBen immer auf Toxine beziehen, 
die ihre Giftigkeit noch nicht ganz verloren haben. Solche Toxine kénnen 
dann in den meisten Fallen nach der Flockungsmethode von Ramon titriert 
werden. Doch in einigen Fillen bietet auch diese Titrierung derartige 
Schwierigkeiten, daB man wieder auf Meerschweinchen zuriickgreifen mu8 
(indirekte Bestimmung). 

Kraus, Bacher und Léwenstein, welche keine Ubereinstimmung zwischen 
dem Flockungstiter eines Anatoxins und seinen immunisierenden Eigen- 
schaften fanden, gaben dann (1925) folgende Technik an, welche nach den 
von ihnen gemachten Erfahrungen gestattet, die antigene Fahigkeit sowohl 
von Toxinen als auch von Anatoxinen zu bestimmen: Man mischt 2 A-Einh. 
(Frankfurter Standardserum) mit wechselnden Mengen des zu _ priifenden 
Toxins oder Anatoxins; nach | Stunde wird dieser Mischung eine L, -Dosis 
eines Testtoxins zugefiigt und das Ganze nach noch '/, Stunde Meerschwein- 
chen eingespritzt. Die Mischung, welche das Meerschweinchen in 4 Tagen 
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totet, enthalt gerade geniigend Toxin (Anatoxin), um 1 A-Einh. zu binden. 
Bacher, Kraus und Léwenstein erzielten dann Resultate, die mit den mittels 
der Ramonschen Flockungsmethode erzielten nicht iibereinstimmten. 
Doch dies erklart sich nicht, wie diese Forscher annahmen, dadurch, daB dix 
Ramonsche Flockungsmethode ungenau ist, sondern beruht auf der Mangel- 
haftigkeit ihrer eigenen Technik. 

Die untenstehenden Versuche werden die Verhaltnisse naher beleuchten. 

1. Verschiedene Mengen von Toxin Nr. 76 (Lf. = 14 pro Kubikzenti- 
meter) wurden mit 2 A-Einh. vom Standardserum Nr. 788 gemischt. Wir 
machten fiinf Serien von Mischungen, welche vor dem Zusatz einer L ,- Dosis 
von Testtoxin 1, 2, 4, 8 und 24 Stunden inkubiert wurde. Sofort nach 
diesem Zusatz wurden die Mischungen Meerschweinchen eingespritzt. Die 
untenstehenden Resultate zeigen, wieviel Flockungseinheiten erforderlich 
sind, um 1 A-Einh. unter den verschiedenen Bedingungen zu neutralisieren. 





Bindungszeit bei 40°C . . — 0 Std. 0 Std. 2 Std. 4 Std. 24 Std 


Neutralisierende Dosis (F.-Einh.*) 1,5 1,1 1,0 0,8 0,8 
* F.-Einh. = Flockungseinheit, d.h. die Menge von Toxin, welche mit 1 A.-Einh. die 


optimale Flockung ergibt, wird auch nach Glenny mit dem Zeichen ly (limite of flocculation) 


angegeben, 


Wir sehen. daB der ProzeB bis zu einem bestimmten Punkt fortschreitet, 
wo das Gleichgewicht erreicht wird (4 Stunden). Schon nach 2 Stunden 
ist der gr6Bte Teil des Toxins gebunden. Nach 4 Stunden ist die Reaktion 
also beendigt; es hat jetzt keinen Zweck, die Mischung langer stehen zu 
lassen. Nach Ldcher, Kraus und Léwenstein sollte 1 A-Einh. von 1,1 F.-Einh. 
gebunden sein. Der Bindungswert witirde somit geringer als der Flockungs- 
wert sein; er ist im Gegenteil gréBer, weil 1 A-Einh. von weniger als 1 F.-Einh. 
neutralisiert wird. Wir schlagen vor, diesen Bindungswert mit LL, zu be- 
zeichnen. LL, ist also diejenige Toxin- (Anatoxin-)menge, welche, mit 
2 A-Einh. und, nachdem dieser ProzeB sein Gleichgewicht erreicht hat, 
mit einer L,-Dosis des Standardtoxins zusammengebracht, eine Mischung 
hildet, die ein Meerschweinchen gerade innerhalb 4 bis 5 Tagen tétet. 
Wenn wir also diesen Wert pro Kubikzentimeter ausdriicken, so enthilt 
das oben genannte Toxin 17 L,,-Einh. pro Kubikzentimeter, weil 0,8 F.-Einh. 
(= 0,57cem) 1 A-Einh. unter diesen Versuchsbedingungen neutralisiert. 

2. Eine Portion dieses Toxins wurde in Anatoxin verwandelt. Eine 
Messung des L,-Wertes ergab folgendes Resultat: 





Bindungszeit bei 40°C. . 2. . . )) OStd. 4 Std. 8Std. 24Std. 45 Std. 
Neutralisierende Dosis (F.-Einh.) 2.0 1.3 1,0 0.8 0.8 


Wir finden hier die Erklirung, warum Bacher, Kraus und Léwen- 
stein kleinere Bindungswerte fiir die Anatoxine als fiir die entsprechenden 
Toxine fanden. Die Bindung findet hier etwas langsamer statt; 
8 Stunden geniigen nicht einmal zu einer vélligen Neutralisation. Aber 
das Endresultat ist das gleiche: L, = 17 pro Kubikzentimeter. Unsere 
Versuche bestatigen somit diejenigen von Glenny, Hopkins und Pope, 
welche fast ebenso groBen Bindungswert fiir Anatoxin wie fiir Toxin 
fanden. Die L,-Werte sind also héher als die L,-Werte, was nicht 
verwundern darf, wenn man_ beriicksichtigt, daSB wir es mit 
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einem Danyszschen Phinomen! zu tun haben. Dieses Phanomen kann 
auch in vitro nachgewiesen werden (S. Schmidt?). Fiir das genannte 
Toxin und Anatoxin kénnen die schon besprochenen, an Tieren ge- 
machten Versuche leicht in vitro reproduziert werden: 

1. l1Ocem vom Toxin 76 wurden mit verschiedenen Mengen des 
Standardserums gemischt. Die Flockung entstand mit 140 A.-Einh. 1 cem 
des Toxins enthilt also 14 F.-Einh. 

2. 5cem desselben Toxins wurden mit den gleichen Serumdosen wie 
die im Versuch a) verwendeten gemischt. Nach 20 Minuten (40° C) wurden 
noch 5cem Toxin zugefiigt. lcem Toxin neutralisierte jetzt 18 A.-Einh. 

3. Gleicher Versuch, aber mit der Bindungszeit 40 Minuten. Auch 
hier entsprach der Titer 18 F.-Einh. 


Dieser Versuch wurde mit dem Anatoxin 76 wiederholt. 


Wir konnten hier eine Titersteigung von 13 bis 17 Einh. nachweisen, 
also fast dieselbe wie beim Toxin. Doch brauchte das Anatoxin gerade 
wie im Tierversuch eine langere Bindangszeit. Wir haben nun in dieser 
Weise verschiedene Toxine und Anatoxine untersucht und stets 
eine gute Ubereinstimmung zwischen den L,- und L,-Werten erzielt. 
Auch die K,-(Flockungszeit) und die K,,-(Neutralisationszeit) Werte 
stehen in einem konstanten Verhaltnis zueinander, so daB Toxine, 
die langsam ausflocken, auch das Antitoxin langsam binden, und um- 
gekehrt. Es sei jedoch bemerkt, daB das sogenannte Danyszsche Phano- 
men nicht immer gut ausgeprigt ist. Auch das Immunserum spielt hier 
eine Rolle, und es ist zu empfehlen, sich bei solchen Versuchen immer 
desselben Serums zu bedienen. Wir haben diese eigentiimlichen Vor- 
ginge schon friiher einem genauen Studium unterzogen*®. Unter allen 
Umstanden zeigen diese Versuche, daB die Flockungsreaktion ein 
zuverlassiges Bild der Vorgiinge, welche sich zwischen Toxin und Anti- 
toxin abspielen, gibt. 


|. Aliphatische Verbindungen. 
A. Kohlenwasserstoffe. 


Von den Paraffinen wurden untersucht: Pentan, Hexan, Heptan, . 
Octan, Nonan, alle waren normale Glieder; von den Olefinen wurde nur 
eins gepriift: das Amylen. Samtliche Verbindungen waren fast wirkungs- 
los. Diese Stoffe sind ja auch in chemischer Hinsicht wenig reaktionsfahig. 


Halogenderivate. 


Es sind hier verschiedene, sowohl Chlor- als Brom- und Jodderivate 
untersucht worden. Die Resultate der Untersuchung gehen aus der nach- 
stehenden Tabelle I hervor. 


1 J. Danysz, Ann. Pasteur 16, 331, 1902. 
2 C.r. Aead. Sci. 185, 1080, 1927. 
3 S. Schmidt, Zeitschr. f. Ind. 59, 82, 1928. 
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Tabelle I. 
Kinwirkung verschiedener Halogenverbindungen der Kohlenwasserstotte 
auf das Diphtherietoxin. 





ales 7 Tage bei 37° 30 Tage bei 37° 
Vartinteng tration PH Ly dmm Pu Lf dmm Pu 
Trichlormethan . . n/10 7.9 0 etwal 74 oe 
Tetrachlormethan . n 10 7.9 9.6 7,4 9.6 > 10 | 7.8 
Dichlorathylen . . n/10 | 7,9 0 —2 | 4 
Trichlorathylen . . n/10 | 7,9 7 7,4 6,4 > 10 | 7,7 
Tribpommethan . . n/10 7,9 etwal etwal =§ 7,4 0 1 |74 
Monobromathan . . n/L0 7,8 0 44! 
Dibromathan . . . n/10 7,8 9.6 8 > 10 76 
Allylbromid. . . . n/flO0 7,8 0 4! 
Monojodmethan . . n/10 7.8 0 1 6 
Dijodmethan .. . u/l0 7,8 9,6 9,6 > 10 7,6 
Trijodmethan. . . n/l10 = 7,8 10,0 9,5 > 10 | 7,9 
Monojodithan. . . n/10  =—7,8 8,0 0 < 1 58 


Es muB zuerst bemerkt werden, daB die benutzte Toxinmischung 
I3L,, 12L, 9L, und 400 dmm (tédliche Dosen nach Ehrlich) pro 
Kubikzentimeter enthielt. py war = 7,6 bis 7,8. Nach 1 Monat, bei 37°, 
war der L,-Wert des Toxins (ohne Zusatz von Konservierungsmitteln) 
auf 10 gesunken. Betrachten wir zunichst die Tabelle. Die ersten 
drei Kolonnen enthalten den Namen der Verbindung bzw. die Kon- 
zentration und das py der Toxinlésung unmittelbar nach dem Zusatz 
der Verbindung. Dann kommen die MeBresultate, nach 7 bzw. 30 Tagen 
erhalten. Die angefiihrten Zahlen von L, und dmm sind stets als 
L, bzw. dmm pro Kubikzentimeter aufzufassen. 

Es zeigt sich also, da Chloroform eine sehr schaidliche Wirkung 
auf die spezifischen Eigenschaften des Toxins ausiibt. Das Toxin ist 
nach 1 Woche fast ganz zerstért. Es konnten mittels der Flockungs- 
reaktion keine antitoxinbindenden Stoffe nachgewiesen werden, aber 
die Tierversuche zeigten doch, daB noch kleine Toxinmengen iibrig- 
blieben; lecem tétete gerade ein Meerschweinchen. Nach 30 Tagen 
war fast alles Gift verschwunden; 1 cem vermochte jetzt weder lokale 
noch universelle Vergiftungssymptome hervorzurufen. 

Der Tetrachlorkohlenstoff ist im Gegensatz dazu indifferent. Die 
nachsten beiden Verbindungen haben beide toxindestruierende Wirkun- 
gen, doch in verschiedenem Grad. 

Von den Bromverbindungen tibt das Bromoform eine fast ebenso 
groBe Wirkung aus wie das Chloroform. Das Monobromathan konnte 
wegen weitgehender Hydrolyse nicht niher untersucht werden. 

Das Dibromithan ist wenig wirksam. 

Die Jodverbindungen scheinen weniger wirksam als die Chlor- 
und Bromverbindungen. Doch hat das Monojodmethan einen toxin- 
destruierenden Effekt. Es muB zugegeben werden, daB eine partielle 
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Hydrolyse stattgefunden hat, aber dies erklart doch nicht die voll- 
stindige Destruktion, weil das Toxin selbst bei py 6 nur 30%, seines 
Antigenwertes im Laufe 1 Woche verliert (37°). Ahnlich ist das Ver- 
haltnis beim Monojodithan. Die Verbindungen Dijod- und Trijodmethan 
sind im Gegenteil wirkungslos. Betrachten wir das Totalbild dieser 
Untersuchungen, dann scheint jede RegelmaBigkeit und Linie zu fehlen. 
So ist es merkwirdig, daB das Trichlormethan einen sehr heftigen Effekt 
ausiibt und das Tetrachlormethan véllig indifferent ist. Ahnliche 
Differenzen findet man auch fiir andere Verbindungen, deren Kon 
stitution nur wenig verschieden ist, z. B. das Dichlor- und das 'Trichlor- 
athylen. Nun kénnte man sich vielleicht vorstellen, daB die beob- 
achteten Verhiltnisse daraut beruhten, daB kleine Halogenmengen 
von den Verbindungen abgespalten wurden, so daB es sich in Wirklich- 
keit um eine reine Halogenwirkung handelt. Eine solche Zersetzung 
dieser Verbindungen ist aber wenig wahrscheinlich und kénnte auch, 
wenn sie mdglich ware, die beobachteten Phanomene kaum erkliren. 
Setzt man z. B. Jod zu Diphtherietoxin in einer Menge von n/100, so 
erhalt man keine Destruktion. Werden gréBere Mengen des Halogens 
dem Toxin zugesetzt (z. B. n/10), so bemerkt man wohl eine Zerst6érung 
des Toxins, aber das py sinkt so stark, daB die Zerstérung vollig durch 
das saure Milieu erklirt werden kann. Ganz ahnliche Verhiltnisse 
beobachtet man, wenn Jodtrichlorid dem Toxin zugesetzt wird. Das 
Jodtrichlorid wurde bekanntlich friiher viel benutzt, um Toxine abzu- 


schwichen. Damals kannte man keine Methoden fiir die Bestimmung . 


der Wasserstoffionenkonzentration, und es ist héchst wahrscheinlich, 
daB die abschwachende Wirkung, die man solchen Stoffen zuschricb, 
in Wirklichkeit auf einer Veranderung der Wasserstoffionenkonzentration 
beruhte. Besonders im sauren Milieu geht das Toxin in ungiftige 
Modifikationen iiber, was auch mit der immunisierenden Wirkung 
derart behandelter Toxine iibereinstimmt. Unter allen Umstanden 
ist es nicht richtig, wie auch manche moderne Forscher es tun, die 
W irkungen von Halogenen und ihren Verbindungen in dieselbe Kategorie 
wie die des Formaldehyds einzureihen. Es handelt sich, wie wir bald 
sehen werden, um grundsiatzlich verschiedene Prozesse. 


B. Aliphatische Sauerstoffverbindungen. 
1. Alkohole. 


Man durfte kaum erwarten, daB die ersten Glieder der primiren, 
monovalenten Alkohole eine schaidliche Wirkung zeigen wiirden, jeden- 
falls wenn man sie in kleineren Mengen anwandte. Dies war auch 
tatsaichlich der Fall. Wir fanden dagegen, daB gewisse héhere Alkohole 
einen besonders stark toxindestruierenden Effekt ausiibten. Betrachten 
wir die Tabelle II, welche die Resultate einer Untersuchung der ersten 
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Tabelle Il. 


Einwirkung verschiedener monovalenter, primiarer Alkohole auf das 
Diphtherietoxin. 





we 7 Tage bei 37° 30 Tage bei 37° 

Verbindung — na oo = 
Ly dmm Pu Lr dmm | py 
Methylalkohol . . n/10 7,8 10,8 7,7 28 | > 177 
Athylalkohol . . . n 10 7.8 10,8 y 9.6 | >10 | 7,7 
Prophylalkohol . . n/10 7,8 10,8 fy 96 >10 | 7,7 
Butylalkohol . . . n/L0 7.8 10,0 7.7 96 | >10 | 7,7 
Iso-Butylalkohol .. n/10 7.8 11.0 7,7 10,0 +10 76 
Amylalkohol . . .. nO 7,8 1,9 ~ie 1 Tf 0 10 76 
Amylalkohol . . . n/l100 7.8 10,3 Be 861 >10 | 7,6 
Garungsamylalkohol — n/1 7,8 7,2 (Py 64 | >10 |7,8 
Hexylalkohol . . . n/10 7.8 0 10 a 1 7,7 
. rr ae nil00 = =7,8 10,3 Ae 106 | >10 | 7,7 
n/10 7.8 2,0* "4 74 
" Se es n/10 7.8 O** 14 7.7 
Hepthylalkohol ; n/10 7.8 8,4 y Be 64 -10 77 
Octhylalkohol . . .  n/10 7.8 11,0 7,7 58 >10 7,7 
Nonylalkohol . . . n/10 7,8 10,0 7,7 10.0 >10 7,8 
Dekylalkohol . . .  njlO 7,8 10,6 7,7 | 100 | >10 |7,8 
Cethylalkohol . . . n/10 7,8 11,6 7,7 || 108 | >10 | 7,6 


* Das Toxin wurde 24 Stunden bei 22° mit dem Alkohol geschiittelt. Nach Filtrierung 
(Titer noch unverindert) wurde das Toxin bei 37° 7 Tage aufbewahrt. 

** Das Toxin wurde 24 Stunden bei 37° mit dem Alkohol geschiittelt. Der Titer wurde 
dann unmittelbar nach der Filtrierung bestimmt. 


zehn Glieder der homologen Reihe C,H,, +- 1 OH enthalt naher, 
dann sehen wir, daB die vier ersten Glieder indifferent sind. Die nachsten, 
Amyl- und Hexylalkohol, besitzen beide auBergewohnlich stark toxin- 
destruierende Eigenschaften. Nach 1 Woche ist das Toxin unter dem 
EinfluB dieser Verbindungen fast ganz inaktiviert worden. Die Wirkung 
ist jedenfalls fiir Amylalkohol noch wahrnehmbar. Konzentvation 
n/100. Mit Hexylalkohol! haben wir zwei Nebenversuche angestellt ; 

a) das Toxin wurde 24 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur 
mit dem Alkohol geschiittelt. Dann wurde die nichtgeléste Alkohol- 
menge durch Filtrierung durch Papier entfernt. Das behandelte Toxin 
wurde nun in einer sorgfialtig geschlossenen Flasche wihrend 1 Woche 
bei 37° aufbewahrt. Wir sehen aus der Tabelle, daB die Zerstérung in 
diesem Falle fast ebensoweit fortgeschritten ist als unter den gewéhn- 
lichen Versuchsbedingungen. 

b) das Toxin wurde bei 37° wihrend 24 Stunden mit dem Alkohol 
geschiittelt. Eine nach der Filtrierung vorgenommene Titrierung zeigte, 
daB die spezifischen Eigenschaften des so behandelten Toxins ganz 
verschwunden waren. 


Die Alkohole wurden vor dem Versuch durch wiederholte Destillation 
gereinigt. 
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Der Hexylalkohol sowie auch der Amylalkohol sind ja beide in 
Wasser sehr schwer léslich. Der oben erwaihnte Versuch zeigt also, 
wie ungeheuer kleine Mengen dieser Substanzen nétig sind, um eine 
weitgehende Destruktion von groBen Toxinmengen zu bewirken. Man 
bedenke, daB das benutzte Toxin 13 Einh. pro Kubikzentimeter 
enthalt. Der Versuch b) zeigt die groBe Rolle der Temperatur bei 
diesem Vorgang. 

Die Glieder C, und C, sind noch wirksam, dagegen sind die héchsten 
von uns untersuchten Alkohole Cg, C,, und C,, indifferent. 

Es ist natiirlich schwer, diese eigentiimlichen Unterschiede zu 
erkliren. Vergleichen wir einmal unsere Resultate mit den von Walbum 
unter etwas anderen Voraussetzungen erreichten. Walbuwm fand, dab 
die Glieder C,. Cy, Cy, Cy, Cz, Cyg, Ogg und das Cholesterin (ein aromatischer, 
monovalenter, sekundirer Alkohol) alle in mehr oder weniger aus- 
geprigtem Mae imstande sind, verschiedene himolytische Gifte zu 
binden, und da8 die Wirkung mit steigendem Kohlenstoffgehalt und 
steigender Unléslichkeit des Alkohols in Wasser zuiniimmt. 

Die Alkohole, welche in unseren Versuchen sich besonders wirksam 
zeigen, unterscheiden sich in chemischer Beziehung von den anderen 
homologen nicht. Die Léslichkeit der Alkohole nimmt wie bekannt 
mit steigender Anzahl von Kohlenstoffatomen ab. Die drei ersten 
sind mit Wasser in jedem Verhiltnis mischbar. Aber schon Butyl- 
alkohol ist relativ schwer léslich, und von Amylalkohol an sind diese 
Alkohole in Wasser fast unléslich. Walbum bespricht in seiner Arbeit 
verschiedene Hypothesen iiber die Natur der von ihm beobachteten 
Verhaltnisse. Wir werden spiter, wenn wir mehr Verbindungen unter- 
sucht haben, auf die theoretischen Erwagungen naher eingehen. 


Versuche mit gereinigtem Toxin. 

Dieses Toxin war nach der von uns in Gemeinschaft mit K. Linder- 
strém-Lang und A. Hansen ausgearbeiteten Methode gereinigt!. Das 
von uns benutzte Praparat wurde aus verschiedenen Rohgiften, die 
natirlich zuerst fiir sich einer Untersuchung unterworfen werden miiBten, 
hergestellt. Das fertige Praparat, welches ungefihr 250 Flockungs- 
einheiten enthielt, wurde mit Phosphatpufferlésung verdiinnt, bis 
auf den Titer von 14 Einh. pro Kubikzentimeter. Diese Toxinlésung 
(pu 7,8 bis 7,9) zeigte ungefihr dieselben Stabilitatsverhaltnisse wie 
das benutzte Rohtoxin, da naimlich der Flockungstiter nach Auf- 
bewahrung wahrend 1 Monats bei 37° bis auf 9,8 gesunken war. 
(Das Rohgift schwachte sich unter diesen Umstanden auf 13 bis 
14 Einh. ab.) 


1 Siehe im besonderen diese Zeitschr. 228, 263, 1930. 
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Es wurden zwei Versuchsreihen gemacht. Erstens wurde ein einfacher 
Kontrollversuch unter denselben Bedingungen wie beim Rohgift unter- 
nommen: Zusatz des betreffenden Alkohols zum gereinigten Toxin und 
Aufbewahrung bei 37° mit Messungen nach 7 bzw. 30 Tagen. Die Resultate 
stimmten genau mit den friiheren iiberein. Dann wurde noch eine Versuchs- 
reihe gemacht, aber in der Weise, daB das Toxin 24 Stunden mit dem 
Alkohol in einem mechanischen Apparat geschiittelt wurde (20°). Dann 
wurden die Mischungen, nachdem eine Titrierung vorgenommen war, in 
den Brutschrank bei 37° gestellt. Die Titrierung wurde wie gewéhnlich 
nach 1 Woche bzw. nach 1 Monat wiederholt. Das Toxin selbst wird durch 
das Schiitteln’ nicht angegriffen, ein Resultat, welches den von Glenny, 
Pope, Waddington und Wallace erhaltenen widerspricht. Diese Verfasser 
zeigten (1925), daB Schicktoxin. welches in nur teilweise gefiillten Flaschen 
geschiittelt wurde, sich erheblich abschwachte. Die Abweichung zwischen 
unseren und den von den englischen Forschern erzielten Resultaten ist 
vielleicht darauf zuriickzufiihren, daB die Letztgenannten ein stark ver- 
diinntes Toxin gebraucht haben. Das Toxin, welches nach den englischen 
Vorschriften fiir die Schickprobe zu benutzen ist, enthalt nur */s99 L, pro 
Kubikzentimeter, wogegen unser Toxin einen Titer von 14 LZ, pro Kubik- 
zentimeter, also 2800mal gréBer, hatte. 

Gleichzeitig mit der ersten Titrierung wurde eine Bestimmung der 
Oberflachenspannung vorgenommen, unter Anwendung eines Stalagmo- 
meters (7'raube). Es ist in den letzten Jahren namentlich von amerikani- 
scher Seite hervorgehoben worden, es bestehe ein Zusammenhang zwischen 
der Oberflachenspannung des Milieus und verschiedenen immuno-chemischen 
Vorgaingen. Gerade hinsichtlich der Toxindestruktion, verursacht durch 
chemische Verbindungen, hat man die Bedeutung der gleichzeitigen Ver- 
minderung der Oberflichenspannung hervorgehoben (Larson und Mit- 
arbeiter). 


Die Resultate des Versuchs sind unten graphisch dargestellt. 
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Auf der Abszisse sind die Verbindungen, auf der Ordinate die Ober- 
flichenspannung in Dyn (links) und die L,-Werte (rechts) aufgetragen. Die 


1 Dieser ProzeB ist stets mit 200cem Toxin in einer Flasche von 
300 cem Rauminhalt vorgenommen worden, damit das Schiitteln so wirksam 
wie mdglich wurde. 
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Kurven o—-—--—o und o 0 stellen die Oberflachenspannung fiir Wasser 
bzw. Toxin, welche unter Einfluf der verschiedenen Alkohole (C,— Cy) 
waren, dar. Die Kurven o 0, 0---0, und o~-~-—o geben die L, -Werte 


des Toxins zu verschiedenen Zeitpunkten, d.h. 24 Stunden bzw. 7 Tage 
und 30 Tage nach dem Alkoholzusatz, an. Man wird hemerken, daB 
der L,-Kurve o o von C, ab etwas fallt, was auf eine partielle 
Toxindestruktion hindeuten kénnte. Dem widersprechen jedoch die weiteren 
Mebresultate, da namlich die L,-Werte nach | Woche und | Monat gerade 
fiir die héheren Alkohole C;—Cj,) fast unverandert sind. Wenn diese 
Verbindungen wirklich so stark toxindestruierend wirkten, wie die oberste 
Kurve zu zeigen scheint (es mu® daran erinnert werden, dais das Schiitteln 
bei 20° stattfindet), dann miiBte man erwarten, daB die Destruktion bei 37° 
weiterging. In Wirklichkeit ist die destruierende Wirkung nur fiir die 
Alkohole ©; und C, ausgepragt. Wir gleuben, die scheinbaren Effekte der 
Verbindungen C,—Cy, in der Weise erkliren zu kénnen, daB diese Alkohole 
mit dem Toxin eine Emulsion bildeten und daB hierbei Toxinteile adsorbiert 
worden sind. Es war namlich nicht médglich, bei diesen Mischungen eine 
klare Fliissigkeit durch gewohnliche Filtrierung durch Papier zu erhalten, 
weshalb wir einen Seitz-Filter benutzten. Dieser Filter hat wahrscheinlich 
etwas Toxin zuriickgehalten. Man sieht sofort aus der Abbildung, daB 
kein Zusammenhang zwischen Oberflachenspannung und Toxindestruktion 
besteht. 


DaB das Toxin unter Einwirkung von Amyl- bzw. Hexylalkohol 
wirklich definitiv zerstért war, haben wir bei einer Messung des L,,-Wertes 
feststellen kénnen. Dieser Wert war in beiden Fallen weniger als 1, 
was zeigt, daB jedenfalls 95%, der Bindungsfihigkeit verschwunden 
sind. l1cem von den behandelten Toxinen, Meerschweinchen injiziert, 
vermochten nicht, die Tiere gegen die Injektion einer einzigen tédlichen 
Dosis Diphtheriegift, 3 Wochen nach der Vaccination verabfolgt, 
resistent zu machen. Die destruierende Wirkung der beiden Alkohole 
umfaBt somit simtliche spezifischen Eigenschaften des Diphtherie- 
toxins. Der ProzeB ist irreversibel. 

Von polyvalenten Alkoholen haben wir Athylenglykol, Glycerin 
und Mannit untersucht. Sie waren alle indifferent. Es wird angegeben, 
daf& Glycerin eine konservierende Wirkung auf Toxine ausiibt. So 
empfahlen Nicolle und Truche (1910) fiir die Konservierung der 
Diphtherie- und Tetanusgifte, die getrockneten Bouillontoxine in einer 
Mischung von gleichen Teilen Glycerin und Wasser aufzulésen. Solche 
Giftlésungen sollen ihre Gifteigenschaften lange Zeit unverandert 
behalten kénnen. Wir haben versucht, bei der Reinigung des Diphtherie- 
toxins mittels Aluminiumhydroxyd mit einer Phosphatlésung, welche 
30%, Glycerin enthalt, zu eluieren. Hierdurch erzielten wir eine gréBere 
Ausbeute als mit Phosphatlésung allein, und das glvcerinhaltige Toxin 
erwies sich als haltbarer, auch bei 37°, als ein entsprechendes ge- 
reinigtes Toxin ohne Glycerinzusatz. 


Die ungesattigte Verbindung Allylalkohol war ohne Wirkung. 
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Der Athylather zeigte sehr ausgeprigte toxindestruierende Eigen- 
schaften. Ein Toxin, welches mit Ather gesittigt 1 Monat bei 37° 
aufbewahrt wurde, hatte seine spezifischen Funktionen ginzlich ver- 
loren. In der Konzentration n/10 war der Athylither wenig wirksam!?. 


2. Aldehyde und Ketone. 
a) Aldehyde. 

Wir haben bereits erwihnt, daB die Wirkung des Formaldehyds 
auf Toxin sehr friih untersucht worden ist. Besonders nach der Ein- 
fiuhrung des Anatoxins von Ramon in die Diphtherieprophylaxe hat 
eine groBe Zahl von Forschern das Studium der Formalinwirkung 
auf Toxin aufgenommen, jedoch beschaftigen sich die meisten vorzugs- 
weise mit der praktischen Seite des Problems: die Herstellung von 
brauchbaren Diphtherievaccinen. 

Berthelot und Ramon untersuchten (1925) die Wirkung verschiedener 
Aldehyde und fanden, daB einige, z. Ts. Acetaldehyd, Crotonaldehyd 
und Acrylaldehyd, eine ahnliche Wirkung auf das Diphtherietoxin 
ausiiben wie der Formaldehyd. Auch Pico und Miravent haben sich 
mit der Untersuchung von verschiedenen Aldehyden beschaftigt (1926). 
Wir haben die Glieder C,—C,) der homologen Reihe ©,,H,,, + 1 CHO 
untersucht. Ferner Paraformaldehyd, Trioxymethylen, Paraldehyd 
und den Dialdehyd Glyoxal. Die Versuchsresultate gehen aus der 
Tabelle III hervor. 

Tabelle IIT. 





Einwirkung verschiedener Aldehyde auf das Diphtheriegift. 
“es 7 Tage bei 37° 30 Tage bei 37° 
Verbindung —_ Pu : 

Ly dmm Pu Ly dmm py 
Formaldehyd .. . n/1O0 6257.5 105 <1 6,3 | 10,3  atoxisch 6,0 
Acetaldehyd .. . n/10 6,0+7,5) 7, >1 7,0 58; > 117;0 
Propionaldehyd . . n/10 7.5 3,2 7,9 25) >10/7,2 
Butyraldehyd . . . n/10 7,7 10,0 7.2 7 > 10 | 7,2 
Valerianaldehyd . . n/10 pm | 9.6 7,0 eo) >Hi 
Capronaldehyd . . n/10 7,7 9,6 7,2 7 > 10 | 7,3 
Onanthaldehyd . . n/LO 7,5 9,6 7,2 7 > i172 
Caprylaldehyd . . n/10 75 | 83 7,2 83 | > 10 | 7,1 
Nonylaldehyd. . . n/10 7,5 10 72 1100! >101/7,4 
Decylaldehyd . . . n/10 oy 10,4 74 100 ~>10'74 


Formaldehyd wirkt in dieser Konzentration (n/10) sehr schnell 
entgiftend auf das Toxin. Schon nach 1 Woche vermag 1 cem des so 
behandelten Toxins keine lokale oder allgemeine Vergiftungserschei- 
nungen bei Meerschweinchen hervorzurufen. Man bemerkt eine be- 


1 Walbum fand, daB sowohl Athylather als Aceton imstande waren, 
die Hamolysinwirkung aufzuheben. 
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deutende Herabsetzung des py*, welche natiirlich davon herriihrt, daB 
der Formaldehyd mit den Aminogruppen der Toxinbouillon reagiert 
und somit die Carboxylgruppe frei wird (Schiffs Reaktion, Formol- 
titrierung von S. P. L. Sérensen). Diese Erscheinung ist bei den iibrigen 
Aldehyden, besonders bei den héheren Gliedern, wenig oder gar nicht 
bemerkbar. 

Die antigene Funktion wird vom Formaldehyd nur wenig beeinflubt. 
Dagegen reagiert das formolbehandelte Toxin langsam in der Flockungs- 
reaktion. Aus der Tabelle III geht hervor, daB die Reaktion zwischen 
Formaldehyd und den Aminoverbindungen der Toxinbouillon unter 
diesen Versuchsbedingungen ziemlich langsam erfolgt, da namlich das 
pu Dicht nur sofort nach dem Formolzusatz sinkt. sondern nach dem 
darauffolgenden Zusatz von Natron bis px 7,5, im Laufe 1 Woche 
weiter bis auf 6,3, und endlich nach 30 Tagen bis auf 6 gefallen ist. 

Acetaldehyd ruft eine Schwachung sowohl der Toxizitat als auch 
des Bindungswertes des Toxins hervor. Doch ist die Wirkung auf die 
erste Funktion viel starker ausgeprigt als auf die zweite. Nach 1 Woche 
war 0,lccem des behandelten Toxins nicht imstande, ein Meer- 
schweinchen zu téten, wohl aber 1 cem. Nach 1 Monat war der Ent- 
giftungsprozeB fast nicht weiter fortgeschritten, da namlich 1 cem noch 
ein Meerschweinchen innerhalb von 2 Tagen tétete; zu diesem Zeit- 
punkte hatte das Toxin jedoch 40°, des Antigenwertes verloren. 

Propionaldehyd scheint eine allgemeine Zerstérung der spezifischen 
Figenschaften des Toxins zu bewirken. Von einer Entgiftung im Sinne 
der vom Formaldehyd bewirkten ist hier nicht die Rede. Nach 1 Monat 
sind mehr als 80°, der antigenen Fahigkeit des Toxins verschwunden, 
aber trotzdem ist 0,1 ccm noch imstande, ein Meerschweinchen zu 
toten. 

Jetzt nimmt die Wirkung der Aldehyde stark ab, sie ist noch 
wahrnehmbar bei den Gliedern (C,— (Cx), aber Nonyl- und Decyl- 
aldehyd iiben weder einen toxin- noch antigendestruierenden Effekt aus. 

Paraformaldehyd und Trioxymethylen wirken ungefahr wie Form- 
aldehyd. Paraldehyd dagegen ist véllig indifferent, wie auch Berthelot 
und Ramon fanden (1925). 

Einwirkung der Aldehyde auf gereinigtes Toxin. Es wurde zuerst 
ein Kontrcliversuch unter den gewé6hnlichen Versuchsbedingungen vor- 
genommen, jedoch unter Anwendung von gereinigtem Toxin anstatt 
Rohtoxin. Es sei daran erinnert, daB das gereinigte Toxin immer mit 
Phosphatpufferlésung verdiinnt worden ist (p_ = 7,9). Man bemerkte 
hier nicht dieselbe Herabsetzung des pq wie im Falle des Rohtoxins. 
Der Formaldehyd wirkte wie auf das Rohtoxin, nur viel starker. 


* px wurde immer auf 7,5 bis 8 eingestellt. 
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Sonderbar ist es, daB die Flockungsfunktion auch angegriffen wird. 
Schon nach 1 Woche konnte das mit Formol behandelte Toxin nicht 
mehr mit dem Antitoxin flockulieren. Es war deshalb notwendig, 
vor der Titration etwas nichtformolbehandeltes Toxin zuzusetzen. 
Doch war keine nennenswerte Zerstérung des Antigenwertes zu kon- 
statieren. Acetaldehyd schwacht das Toxin ziemlich stark ab. Nach 
1 Woche hatte das Toxin die Halfte des Antigenwertes verloren. Auch 
die Flockungsfunktion wurde beeinfluBt, so daB die Reaktion sehr 
langsam verlief. Gleichzeitig war die Toxizitat bedeutend herabgesetzt : 
lcem vermochte ein Meerschweinchen nicht zu téten. Nach 1 Monat 
enthielt das Toxin nur 2,5 Flockungseinheiten. 

Propionaldehyd wirkte ‘ier ungefiihr wie auf das Rohtoxin, es 
griff also gleichzeitig die toxische und die antigene Funktion an. 

Wir konstatierten die gleichen Verhaltnisse --im Gegensatz zu dem 
Rohtoxin — bei den héheren Aldehyden. 
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Die Abb. 2 zeigt die Resultate eines Versuchs, welcher unter 
den gleichen Bedingungen wie unter den bei den Alkoholen besprochenen 
gemacht worden ist: 24 Stunden mit dem Aldehyd schiitteln und dann 
wie gewohnlich Aufbewahrung bei 37°. Es geht aus der Abbildung 
hervor, daB die Aldehyde eine Verminderung der Oberflichenspannung 
sowohl von Wasser (Kurve o-:-:: 0) als von Toxin (Kurve 0,-----0) ver- 
ursachen. Eine Bestimmung der L,-Werte, vorgenommen zu demselben 
Zeitpunkte wie die Messung der Oberflichenspannung (Kurve o 0), 
zeigt, daB die héheren Aldehyde (C,-—-C,) schon wahrend des Schiittelns 
eine Verminderung des Antigenwertes des Toxins verursachen. Aber 
es ist noch unklar, wie man diesen ProzeB auffassen soll. Es ist hier 
wahrscheinlich nicht die Rede von einer wirklichen Destruktion im 
Sinne der aus einem anhaftenden EintluB resultierenden, sondern es 
handelt sich vielmehr um rein mechanische Vorgange, wie bei den ent- 
sprechenden Alkoholen, wo die héheren Glieder auch durch das energische 
Schiitteln mit dem Toxin eine Art Emulsion bildeten, so daB es not- 
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wendig war, die Mischung durch einen Se/tz-Filter hindurchgehen zu 
lassen, um eine klare Fliissigkeit fiir die Flockungstitration zu schaffen. 

Hierfiir spricht auch die Tatsache, dab die drei ersten Aldehyde 
(alle wasserléslich) keine toxindestruierende Wirkung wahrend des 
Schiittelns herbeifihrten. Nach 1 Woche bzw. 1 Monat haben wir, 
wie die Kurve zeigt, das schon beschriebene typische Bild. Siamtliche 
Aldehyde, Formaldehyd ausgenommen, vermégen also nach Ein- 
wirkung wihrend 1 Monats das Tox:n fast véllig zu zerstéren. Die 
Giftigkeit der Gemische war in allen Fillen sehr gering; 1 cem, Meer- 
schweinchen injiziert, bewirkte keine Vergiftungserscheinungen. Die 
L,,-Werte waren kleiner als 1. Das Resultat dieser Versuche zeigt also, 
daB Formaldehyd hinsichtlich der Wirkung auf das Diphtherietoxin 
sich wesentlich von den anderen Gliedern derselben homologen Reihe 
unterscheidet. 

Aber die bis jetzt erwihnten Versuche sind alle in der Konzentration 
n/10 des betreffenden Aldehyds vorgenommen. Man kénnte sich nun 
denken, daB auch die iibrigen Aldehyde unter entsprechenden Ver- 
suchsbedingungen vielleicht ahnliche Wirkungen wie Formaldehyd 
austiiben. Wir haben daher versucht, kleinere Konzentrationen der 
Aldehyde zu verwenden, nimlich 0,5 und 0,01 n. 

Es zeigte sich hierbei, daB Formaldehyd auch unter diesen Um- 
standen das Toxin in Anatoxin verwandelt. Eine teilweise Umwandlung 
findet auch beim Toxin, welches unter dem EinfluB der Aldehyde 
C, und C, steht, statt. Doch ist dies nur der Fall bei der Konzentration 
0,05n. Bei der Konzentration n/100, wo Formaldehyd noch imstande 
ist, das Toxin im Laufe 1 Woche zu transformieren, haben die héheren 
tlieder fast keine entgiftende Wirkung. Noch bei der Konzentration 
0,05 n vermégen die Verbindungen C,--C, den Antigenwert des Toxins 
nach 1 Monat véllig zu vernichten. Sehr merkwiirdig kommt es uns vor, 
daB in einer so schwachen Konzentration wie n/100 die hdheren Aldehyde 
(C,—C,) eine erhebliche Destruktion des Toxins verursachen. Es 
ist jedoch méglich (aber nicht sicher, weil schon die Verbindung C; 
eine Abschwichung erzeugt), daB es sich hier nicht um einen Effekt 
des Aldehyds selbst, sondern der entsprechenden Saure (bei der 
Oxydation des Aldehyds gebildet) handelt. Denn wie wir sehen werden, 
besitzen die héheren Saéuren der Reihe C,,H,, + 1 COOH eine sehr 
ausgeprigte toxindestruierende Wirkung. 

Halogensubstituierte Aldehyde. Wie schon mitgeteilt, besitzt das 
Trichlormethan ausgepragte toxindestruierende Eigenschaften. Dasselbe 
gilt fiir Trichloraldehyd. Nach 1 Woche destruiert diese Verbindung 
70 bis 80% der antigenen Fiahigkeit des Toxins. Nach 1 Monat ist die 
Zerstérung vollstandig. Noch kraftiger wirkt das Butylchloral, welches 
das Toxin im Laufe 1 Woche vollstandig vernichtet. 
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(Das Methylal, ein Kondensationsprodukt zwischen Methylalkoho! 
und Formaldehyd, ist indifferent.) 

Von polyvalenten Aldehyden kam nur das Glyoxal zur Unter- 
suchung. Diese Substanz wirkte ungefaihr wie Formaldehyd. Ein 
Toxin, welches waihrend 1 Woche unter EinfluB des Glyoxals (37°) 
gewesen war, zeigte keine Gifteigenschaften mehr; 5ccm, subcutan 
Meerschweinchen injiziert, gaben keinen AnlaB zu _ Vergiftungs- 
erscheinungen, weder lokalen noch universellen. Aber der gréBte Teil 
des antigenen Wertes (80°) war doch unberiihrt. 


b) Ketone. 

Aceton ist dem Toxin gegeniiber indifferent. Diese Verbindung 
wurde von S. Schmidt und A. Hansen (1930) zur Prazipitation sowohl 
von Roh- als auch von gereinigten Giften verwendet. Wird ein solches 
Prizipitat wieder in Wasser gelést, so erzielt man fast quantitativ die 
aktiven Prinzipien des urspriinglichen Toxins. Diese scheinen von 
dem FallungsprozeB unberiihrt, im Gegensatz zu Toxinen, die eine 
Fallung mittels Methyl- und Athylalkohol erlitten haben. Aceton 
greift sogar die Flockungsfunktion nicht an, eine sonst ziemlich labile 
Eigenschaft des Toxins. Wir haben konstatiert, daB Toxine, welche 
mit Methylalkohol gefallt wurden, nicht mehr imstande sind, mit dem 
antitoxischen Serum auszuflocken. 

Wir haben dann versucht, einen Methylalkohol, welcher zur Fallung 
des Toxins angewendet war, mit Aceton zu behandeln. Bei Zusatz 
von 10 Volumen Aceton bildete sich sofort ein weiBes, flockendes, 
voluminéses Prazipitat, welches sich leicht in Wasser wieder léste. 
Bei Zusatz einer passenden Portion dieser Lésung zu einer Mischung 
von mit Methylalkohol behandeltem Toxin und Immunserum konnten 
wir eine Ausflockung erzeugen. Méglicherweise kénnte man bei weiteren 
Versuchen nach dieser Richtung einige interessante Beobachtungen 
iiber die Beziehung zwischen der Antitoxin neutralisierenden und der 
flockenden Funktion des Diphtheriegiftes machen. 

Methylathylketon bewirkt im Gegensatz zu Aceton eine schwache 
Destruktion des Antigenwertes des Toxins. 


3. Sduren. 
a) Einbasische Sauren. 

Es wurde entweder das fertige Natriumsalz der betreffenden Saure 
oder diese selbst, unmittelbar vor dem Versuch mit Natron bis px 7,5 
neutralisiert, benutzt. 

Die ersten Glieder der homologen Reihe C,H,, + 1 COOH, 
nimlich C,—C,. waren indifferent, wogegen die folgenden C,—C,, 
alle stark toxindestruierend wirkten. Doch konnte man bei Er- 
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héhung der Konzentration bis auf n schon mit Valeriansaéure eine 
Wirkung erzielen. 

Isovaleriansaure wirkte auch toxindestruierend, aber in geringerem 
Grade als die normale Verbindung. Merkwiirdig ist der scharfe Uber- 
gang von Buttersiure!, welche fast ohne Wirkung ist, zu Valerian- 
siure, die eine totale Destruktion schon innerhalb 1 Woche hervorruft. 
Capronsaure wirkt ungefahr wie Valeriansiure, wogegen man_ bei 
Onanthsaure eine deutliche Verstarkung des Effektes feststellt. Diese 
Saure zerstért in der Konzentration n//0 die Halfte des Antigenwertes 
des Toxins nach einer monatlichen Einwirkung. In dieser Konzentration 
zerstort Caprylsiure véllig das Toxin in 1 Woche, und die Wirkung 
dieser Verbindung ist noch bei der Konzentration n/100 wahrnehmbar. 
Noch kraftiger wirkt Capronsdure, welche sogar in der Konzentration 
n/100 imstande ist, das Toxin in 1 Woche vollig zu zerstéren. 


Tabelle IV. 


Einwirkung monovalenter Saéuren auf das Diphtheriegift. 





ecsbieahiaee Konzen- ai. ies 7 Tage bei 37° | 30 Tage bei 37° 
watee Ly dmm Pu Lr dmm Pu 

Ameisensiiure. . . n 7.4 9,5 9.5 7.9 
Essigsiure . ... n 7,3 9,6 8,5 7,1 
Propionsaure . . . n pA 8,5 8,0 7,5 
Buttersiure. . . . n 7,5 8,3 7,0 7.4 
Iso-Buttersiure . . n 7,6 8,5 8,5 1,4 
Valeriansiure. . . n 7,2 0 < 10 ae yf 
Iso-Valeriansaure . n 7.6 — _ - 4,5 > 10 (7,5 
Capronsaure .. . n 7.5 0 <1 
Capronsaure ... n/10 7,5 10,6 96 | >10 
Onanthsaure . . . 0/10 8,0 8,0 5 > 10 
Caprylsaure. . . .  n/10 8,0 0 —% 
Caprylsiure. . . . n/100 | 80 9 8 > 10 
Pelargonsaure. . . n/10 8,0 0 <1 
Caprinsiure* . . .  n/10 8,2 0 4 

” . - - || 2/100 7,8 0 etwa 1 ae 

si n/1000 7,6 10,0 90 >10 

6h 


Wirkung dieser Sduren auf gereinigtes Toxin. Diese Versuche wurden 
unter Anwendung der bei den Alkoholen und Aldehyden besprochenen 
Technik wiederholt. Wir machten zwei Versuchsreihen: a) eine einfache 
Kontrolle auf den mit Rohtoxin ausgefiihrten Versuch, welche zeigte, 
daB die Sauren C,—C, (Konzentration n/10) selbst nach Einwirkung 
wahrend 1 Monats keine Abschwiéchung hervorriefen, daB aber C, eine 


1 Es sei hier bemerkt, daB bei einigen Verbindungen das Volumen 
Toxin — Salz-Lésung durch die verschiedenen Manipulationen (besonders 
die Einstellung des pu) etwas erhéht war. Diese Verdiinnung entspricht 
dem kleineren Titer, welcher also nicht von einer Abschwachung herriihrt. 
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Destruktion von 10°, der Antigenwerte verursachte. C, destruierte ungefahi 
70°, dieser Funktion; C,, Cy und Cy, jedenfalls mindestens 90°, im Laut 
| Woche. Die mittels der Flockungsreaktion erzielten Resultate wurden 
hier an Meerschweinchen kontrolliert (Bestimmung des L,-Wertes), und 
in allen Fallen erzielten wir eine gute Ubereinstimmung. Das gereinigt: 
Toxin verhalt sich also den Saéuren gegeniiber in derselben Weise wie das 
Rohgift und ist hier nicht, wie gegeniiber den Aldehyden, weniger resistent 
b) Versuche mit vorhergehendem Schiitteln. Die hier erzielten Resultat: 
sind in der Abb. 3 aufgezeichnet. 
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Abb. 3. 
Aus der Kurve o~.-—.-o0 sieht man, das die Salze die Obertlichen- 
spannung des Wassers proportional zum Kohlenstoffgehalt der ent- 
sprechenden Saure herabsetzen. Beim Toxin (Kurve o.....0) besteht 


jedoch eine UnregelmaBigkeit, da das caprylsaure Natron eine geringere 
diesbeziigliche Wirkung ausiibt als das Salz der Onanthsaure. Capry]- 
saures und pelargonsaures Natron verringern die Oberflichenspannung 
des Wassers in héherem Mafe als die des Toxins. Sonst sind die Werte 
immer niedriger fiir Toxin als fiir Wasser. Vincent hat neulich (1931) 
mitgeteilt, daB nach seinen Erfahrungen ein direktes Verhaltnis zwischen 
der Fahigkeit, die Oberflichenspannung zu erniedrigen, und der Zu- 
sammensetzung der Verbindung (Versuche ebenfalls mit Natriumsalzen 
der Sauren ©,H,, +- 1COQOH gemacht) jedoch nicht besteht. Be- 
trachten wir nun die MeBresultate, so geht daraus hervor, daB schon bei 
dem Schiitteln eine gewisse Destruktion durch die héheren Sauren 
verursacht wird. Wenn auch einige UnregelmaBigkeiten vorkommen, 
so kann man doch im groBen ganzen feststellen, daB auch bei dieser 
Versuchsanordnung die Verbindungen C,—C, fast wirkungslos sind. 
Hier kommt es dann plétzlich zu einem kraftigen Absinken der Kurve. 
Nach 1 Monat findet man bei den Mischungen, welche die Salze der 
Saiuren C,-—C,, enthalten, fast keine aktiven Prinzipien mehr?, was 


1 Der letzte Giftrest (Antigenrest) ist ja immer schwer zu zerstéren, 
was ohne weiteres aus der Form der Destruktionskurve solcher Verbindungen 
folgt (Th. Madsen). 
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durch Bestimmung des L,-Wertes kontrolliert wurde. Die Destruktion 
ist definitiv. Das behandelte Toxin besitzt keinen [mimunisierungs- 
effekt (oder jedenfalls nur Spuren desselben). 


Es ist von Interesse, unsere Versuchsresultate mit den von Léwe (1911) 
im Laufe einiger Untersuchungen iiber das Verhalten des Tetanustoxins 
gegeniiber denselben Verbindungen erzielten zu vergleichen. Ldéwe fand 
namlich, da die Wirkung der Salze dieser Saéuren zunahm mit der Lange 
der Kohlenstoffatom-kette. Spéater hat Vincent sowohl fiir Diphtheriegift 
als (und besonders) fiir Tetanusgift dieselben Verhaltnisse untersucht. 
Es mu indessen hervorgehoben werden, da’ die Technik von Vincent 
ziemlich stark von der unsrigen abweicht. Soviel aus den wenig de- 
taillierten Mitteilungen dieses Verfassers ersichtlich ist, mischt er wie 
iibrigens die meisten Experimentatoren, welche diese Verhaltnisse studiert 
haben eine relativ kleine Toxinmenge mit einem (relativ groBen) Volumen 
der Lésung des zu untersuchenden Stoffes, stellt dann die Mischungen 
bei 38° wahrend 4 Tagen in den Brutschrank, die dann Meerschweinchen 
injiziert werden. Vincent bestimmt nicht die Antitoxin neutralisierende 
Eigenschaft des behandelten Toxins, sondern nur die einfache Giftigkeit. 
Auch nimmt er, wie es scheint, keine Riicksicht auf die Wasserstoffionen- 
konzentration des Milieus. Gerade dieser letzte Punkt kann vielleicht 
die ziemlich unregelmaéBigen Resultate von Vincent erklaren. Vincent 
gibt an, daB die ,,.kryptotoxische*t! Wirkung bei der Verbindung (, beginnt. 
100 tédliche Dosen von Tetanusgift werden atoxisch, wenn sie in Kontakt 
mit einem Volumen gleich '/,, von der gesattigten Lésung dieses Salzes 
gebracht werden. Mit kleineren Mengen, '/,;, bis '/9. ist die Wirkung 
unvollstandig. Vincent findet nun, daB die ,,.Wirkungskurve*S der ver- 
schiedenen folgenden Verbindungen unregelmabig ist, bis daB diese Wirkung 
keinem regelgebundenen Gesetz zu folgen scheint. Valeriansaures Natrium 
hat nur eine schwache Wirkung (in unseren Versuchen wirkt gerade dieses 
Salz viel starker als das der Butterséiure, welches fast unwirksam ist). 
C, ist sehr wirksam, C, ist weniger aktiv als Cy (in unseren Versuchen ist 
das Verhaltnis umgekehrt). Auch C,, welche Verbindung wir stark wirksam 
fanden, ist nach Vincent schwacher als C,. Auch iiberrascht es, daB Vincent 
nur einen kleinen Effekt bei C, konstatiert. Vincent hat noch héhere Ver- 
bindungen, (C,,—(j,, untersucht; diese lassen wir jedoch hier auBer Be- 
tracht, da wir keine entsprechenden Versuche ausgefiihrt haben. 

Unsere Versuchsresultate, auch wenn sie einige UnregelmaBigkeiten 
aufweisen, sind doch weniger schwankend als die von Vincent mit- 
geteilten. 

Halogensubstitute der Essigsdure. Wir haben bereits gezeigt, dab die 
Einfiihrung von Chlor in das Molekil die Toxin destruierende Wirkung 
einer Verbindung verstirken kann. Trichlormethan z. B. destruiert das 
Toxin sehr schnell (Methylalkohol hat keine Wirkung). Der Trichlor- 
aldehyd wirkt viel starker als der Aldehyd selbst (Athylalkohol ist 


1 


Der Verfasser versteht unter Kryptotoxinen Bakteriengifte, bei 
welchen unter Einflu8 von chemischen Substanzen die Giftigkeit maskiert 
ist, welche aber trotzdem noch im Besitz der immunisierenden Eigen- 
schaften sind. 
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jedenfalls ohne Wirkung auf die antigenen Eigenschaften). Das 
Natriumacetat zerstért das Toxin auch nicht, aber die Salze der Mono-Di- 
und -Trichloressigsiure wirken alle Toxin destruierend. Die starkste 
Wirkung hat die Trichloressigsiure; doch wirkt das trichloressigsaure 
Natrium weniger stark als Trichloraldehyd. Diese Verbindung vermag 
schon in der Konzentration n/10 das Toxin in 1 Monat véllig zu de- 
struieren, wogegen das trichloressigsaure Natron erst in der Kon- 
zentration 0,25n eine entsprechende Wirkung ausiibte. 

Oxalsiure, Malonsiure und Bernsteinsiure waren ohne Effekt. 
Das gleiche war der Fall bei den Oxysiuren, Milchsiure, Apfelsiure. 
Weinsaure und Citronensdure. Die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe 
verindert also in dieser Hinsicht nicht die Eigenschaften der Sauren. 

Es wurde erwahnt, da8 das Glyoxal eine kraftig entgiftende Wirkung 
auf das Toxin ausiibt, ohne die Antigennatur desselben wesentlich zu 
beeinflussen. Fiir die Glyoxalsiure wurden entsprechende, aber 


in Ubereinstimmung mit dem geringeren Aldehydgehalt - bedeutend 
schwiichere Einfliisse festgestellt. 
Ungesdttigte Sduren. Fumar- und im besonderen Maleinsiure 


zeigten nur in sehr geringem Grade Toxin destruierende Eigenschaften. 

Gewisse héhere Glieder dieser Reihe, Olsiure und Ricinolsaure, 
sind von verschiedenen Forschern untersucht worden. Besonders die 
Versuche Larsons und seiner Mitarbeiter sind hier von Interesse. Diese 
Forscher haben die entgiftende Wirkung des ricinolsauren Natriums 
in der Absicht, eine brauchbare Vaccine gegen Diphtherie herzustellen, 
naher studiert. 


Die Technik dieser Experimentatoren war wie foigt: Es wurden 
0,125 LT, des Toxins mit leem einer 1°, igen Lésung des ricinolsauren 
Natriums gemischt. Diese Mischung soll man ohne Risiko Versuchstieren 
oder Menschen einspritzen und dadurch einen gewissen Immunitétsgrad 
des Organismus erzeugen kénnen. Nach Larson soll es méglich sein, bei 
einer einzigen Injektion dieser Vaccine 50°, von Individuen zu immuni- 
sieren (Schick positiv — Schick negativ). Diese Resultate sind jedoch bis 
jetzt nicht von anderen Forschern bestatigt worden. Unsere Versuche 
zeigten, daB sowohl Olséure als Ricinolséure (ricinolsaures Natrium nach 
Larson hergestellt. welche Methode besonders geeignete Priparate liefern 
sollte) in der Konzentration n/100 das Toxin in einer Woche vollstandig 
zerstérten und daB die Konzentration n/1000 schon geniigte, um 50°, der 
antigenen Fiahigkeit des Toxins in 1 Monat abzubauen. Die Zerstérung 
ist endgiiltig und umfaBt saémtliche spezifische Eigenschaften des Toxins 
(Giftigkeit, flockende, Antitoxin neutralisierende, immunisierende Eigen- 
schaften). 


Betreffs des Mechanismus der Wirkung dieser Verbindungen 
nehmen Larson und seine Mitarbeiter, sowie Vincent, Sédallian und 
Velluz an, daB es sich um eine Maskierung der toxischen Eigenschaften 
des Toxins handelt, wobei die Antigennatur desselben unberiihrt bleibt. 
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Nélis (1924) gibt jedoch an, daB das Toxin definitiv von dem Salz 
zerstort wird. Dieser Verfasser konstatiert (1926) nur einen geringen 
Immunisierungseffekt bei einem Toxin, welches mit élsaurem Natrium 
behandelt ist. Larson und seine Mitarbeiter scheinen groBe Bedeutung 
der Tatsache beizulegen, daB das ricinolsaure Natrium die Oberflachen- 
spannung herabsetzt. Dagegen meinen Sédallian und Velluz, daB 
der letztere Effekt ganz von dem ,,kryptotoxischen” unabhangig ist. 


Durch unsere Technik haben wir also, wie schon erwahnt, eine 
volistandige Zerstérung des Toxins herbeifiihren kénnen. Der L,,-Wert 
der behandelten Toxine war nicht weit von Null, und eine Injektion 
an Meerschweinchen von 5 ccm (!) des behandelten Toxins vermochte 
nicht, die Tiere gegen die Injektion von 1dmm von Diphtheriegift, 
injiziert 3 Wochen nach der Vaccination, resistent zu machen. 

Wir haben versucht, im Sinne Larsons dem Toxin bei gewéhnlicher 
Temperatur Natriumricinoleat zuzusetzen und dann sofort die Mischung 
Meerschweinchen einzuspritzen. Hierbei zeigte das Toxin noch Gift- 
eigenschaften, wenn es Natriumricinoleat in einer Menge von n/10 enthielt. 
Der von Larson konstatierte Effekt erscheint nur, wenn eine kleine Toxin- 
menge mit einem betrdchtlichen Volumen der Seifenlésung gemischt wird. 
Sédallian und Velluz benutzten eine ahnliche Technik. Sie mischten 1 cem 
von Tetanustoxin mit 50cem der Seifenlésung (px wird nicht angegeben). 

Gewoéhnlich wird angenommen, daB Toxin in verdiinnter Form 
weniger stabil ist als in konzentrierter; es ist bekanntlich auch gegen 
Anderungen der Wasserstoffionenkonzentration emptindlicher. Unter 
solchen Umstanden hat man also Bedingungen erzeugt, welche fiir 
eine Toxoidbildung giinstig sind. Doch die Wirkung der Seifen beruht 
kaum auf einer Umwandlung des Toxins in Toxoid. Das Toxin ist 
ganz sicher auch unter den Versuchsbedingungen Larsons zerstreut, 
wenn bloB der Kontakt des Toxins mit der Seife verlingert wird. 
Benutzt man aber, wie einige Forscher es tun, fiir Immunisierungs 
versuche mehrere Injektionen, so kann man mit ganz kleinen Antigen- 
mengen eine gewisse Immunitaét erzeugen. Es ist wahrscheinlich, dab 
man in den ,,atoxischen‘’ Mischungen, von denen die genannten Ver- 
fasser sprechen, noch Giftspuren nachweisen kénnte, wenn man 
feinere Proben als die urspriinglich von Ehrlich empfohlene Injektion 
in das subcutane Gewebe des Meerschweinchens verwenden wiirde. 
Claus Jensen hat z. B. nachgewiesen (1930), daB es méglich ist, nach 
Injektion von !/s99.) eines dmm Diphtheriegift in die Haut weiber 
Kaninchen eine deutliche Reaktion hervorzurufen. 


Wir selbst haben nachweisen kénnen (1930), daB8 Aluminium- 
hydroxyd imstande ist, betrachtliche Mengen Diphtheriegift unschadlich 
zu machen. Eine Mischung von Al(OH), mit mehreren tédlichen Dosen 
kann ohne Gefahr einem Meerschweinchen eingespritzt werden. 
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Das Aluminiumhydroxyd hat keine ,,neutralisierende‘*’ Wirkung auf 
das Diphtheriegift, es handelt sich hier um eine Adsorption. Bei Injektion 
von Diphtheriegift + Aluminiumhydroxyd bleibt die Mischung als ein 
»,Depot*‘ im subeutanen Gewebe liegen, so daB nur kleine Giftmengen nach 
und nach in die dasselbe umgebenden Gewebe diffundieren. Diese 
Mengen sind zu klein, um einen schadlichen Effekt auszuiiben, wirken aber 
doch immunisierend. Méglicherweise beruhen die fiir die Seifen geschilderten 
Verhaltnisse auf derartigen Adsorptionsphinomenen, was auch Larson 
selbst anzunehmen scheint. Deshalb bestehen unzweifelhaft groBe prin- 
zipielle Differenzen zwischen den von Larson beobachteten Phanomenen, 
welche wahrscheinlich mechanisch-physikalischer Natur sind, und den von 
uns konstatierten Tatsachen, die sicher das Resultat tiefgehender chemischer 
Prozesse darstellen. Die Technik, welche Vincent anwendet, laBt, soweit 
wir sehen kénnen, beide Wirkungen zu. 


4, Alkylsalze (Ester). 

Die Halogensubstitute der Kohlenwasserstoffe, welche als eine 
Art Alkylsalze aufgefaBt werden kénnen, sind schon besprochen worden. 
Wir haben nur zwei Verbindungen untersucht, nimlich Athylacetat 
und Acetessigester. Nur die letzte Verbindung zeigte schwache Toxin 
destruierende Eigenschaften. Im iibrigen muB® hier daran erinnert 
werden, daB die Alkylsalze hydrolysieren, so daB eine beobachtete 
Wirkung méglicherweise entweder dem frei gemachten Alkohol oder 
(vielleicht noch wahrscheinlicher) der in Freiheit gesetzten Saure 
zuzuschreiben ist. 

5, Aldehyd- und Ketonalkohole. 

Arabinose und Xylose besitzen beide schwache Toxin destruierende 
Eigenschaften. 

Von den Hexosen sind Glykose, Fructose, Galaktose untersucht 
worden. Das erste war indifferent, die beiden anderen verhielten sich 
wie die untersuchten Pentosen. 

Wahrend dieser Untersuchungen wurden wir auf eine Arbeit von 
Heymans' aufmerksam. Dieser Verfasser gibt an, daB er bei der Glykose 
ahnliche ,,anatoxigene‘* Eigenschaften wie beim Formaldehyd beobachtet 
hat. Wir fanden also in der Konzentration n/10 keine Wirkung. Durch 
einen neuen Versuch mit einer zehnfachen Menge Glucose (was ungefahr 
einer 20° igen Lésung entspricht) konnten wir jedoch eine gewisse ent- 
giftende Wirkung feststellen, da 0,1cem eines so behandelten Toxins 
nicht jedoch 1lecem ein Meerschweinchen téten konnte. Gleich- 
zeitig wurde eine Schwachung (20°,,) der antigenen Fahigkeit festgestellt. 
Da jedoch die letzten Ciftspuren ziemlich schwer zu entfernen sind, scheint 
es uns nicht, da$ man hier ein Mitte! besitzt, um Toxin in Anatoxin um- 
zuwandeln. Schon die groBen Mengen, welche in solchen Fallen benutzt 
werden miiBten, stellen ja ein Hindernis fiir die praktische Anwendung dar. 

Wir haben schon friiher erwihnt, daB das Vorkommen einer 
Aldehydgruppe in einer Verbindung nicht geniigt, um der Verbindung 


' Zeitschr. f. Hyg. 1930. 
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Toxin destruierende Eigenschaften zu verleihen. Es ist nun ganz inter- 
essant, daran zu erinnern, daB die Hexosen synthetisch durch Konden- 
sation von Formaldehyd unter der Einwirkung von Basen, z. B. Calcium- 
hydroxyd gebildet werden kénnen. Durch einen solchen Proze} entsteht 
eine Mischung von verschiedenen Kohlenhydraten. Es scheint also, 
als ob man bei der Glykose in geringem MaBe die Eigenschaften des 
Formaldehyds wiederfindet. Es sei bemerkt, daB py des Toxins unter 
Einwirkung von Glykose (Konzentration m) im Laufe 1 Monats von 
7,9 bis 6,5 sinkt, aber der plétzliche Fall, wie man ihn beim Zusatz 
von Formaldehyd beobachtet, findet hier nicht statt. 


C. Aliphatische Stickstoffverbindungen. 
Amine und Amide. 

Von den Aminen wurde eine Reihe verschiedener Verbindungen 
untersucht. Nur das Hexamethylentetramin war von Interesse. 

Berthelot und Ramon fanden, da Hexamethylentetramin ahnliche 
Wirkungen dem Toxin gegeniiber besitzt wie Formaldehyd. Wir haben 
dies bestatigen kénmnen. Das Produkt, welches durch die Einwirkung 
von Hexamethylentetramin auf Toxin gebildet ist, hat die typischen Kigen- 
schaften eines Anatoxins: Ungiftigkeit, fast unveranderten Antigenwert, 
erhéhte Resistenz gegeniiber physikalischen und chemischen Faktoren. 
Die Wirkung des Hexamethylentetramins beruht wahrscheinlich darauf, 
daB diese Verbindung leicht eine Zersetzung erfahrt, wobei Formaldehyd 
in Freiheit gesetzt wird. Es miissen nimlich bedeutend gr6Bere Mengen 
Hexamethylentetramin als Formaldehyd angewendet werden, um die 
Umwandlung zu erzeugen. Man beobachtet ganz wie beim Formaldehyd 
eine plétzliche Herabsetzung des px des Toxins. 

Eine Serie von Aminosduren wurde auch untersucht. Sie erwiesen 
sich alle als indifferent. 

Von den Amiden wurden Carbamid und Urethan untersucht. Die 
erste Verbindung ist indifferent. Urethan hat in der Konzentration m /10 
nur eine schwache Wirkung, in der Konzentration m dagegen zerstért 
diese Verbindung das Toxin vollstaéndig innerhalb 1 Woche. Urethan 
bewirkt wbrigens eine Herabsetzung der Oberflachenspannung und 
wurde von Palitzsch (1927) zum Studium der Oberflichenspannung 
benutzt. Da wir jedoch bei anderen Verbindungen, welche dieselben 
Eigenschaften wie das Urethan besitzen, keine Ubereinstimmung 
zwischen diesen beiden Wirkungen nachweisen konnten, so sind wir in 
diesem Falle nicht naher hierauf eingegangen. 


Il. Zyklische Verbindungen. 
Die zyklischen Verbindungen wirken im groBen ganzen viel starker 


auf das Toxin als die aliphatischen. Man findet in der Literatur viele 
zerstreute Mitteilungen hiertiber. Besonders Vincent und Velluz haben 
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sich damit beschaftigt und geben an, daB eine Reibe von zyklischen 
Verbindungen ,,kryptotoxische’’ Wirkungen besitzen. 


A. Carbozyklische Verbindungen. 


Benzol selbst hat nur eine ganz schwache Toxin destruierends 
Wirkung, und Chlorbenzol ist indifferent. Von den Oxybenzolen 
wurden Phenol, Resorcin und Pyrogallol untersucht, welche alle stark 
zerstorend auf das Toxin einwirkten. 

Nitrophenol und Anilin zerstérten 50°, des Toxins in 1] Monat. 
Die Wirkung dieser Verbindungen war weniger ausgeprigt als die der 
Oxybenzole. 

Oxytoluol (Kresol) destruiert das Toxin vollstandig innerhalb 
1 Woche. Selbst in der Konzentration m/100 ist eine schwache Wirkung 
zu spiiren. Von den drei Isomeren wirken die m- und p-Verbindungen 
kraftiger als die o-Verbindung. 

Wir haben gesehen, daB die Einfiihrung eines Chloratoms in den 
Benzolkern die Toxin destruierende Wirkung einer Verbindung nicht 
verstarkt (das Chlorbenzol war unwirksam). Anders wenn die Halogen- 
substitution in der Seitenkette stattfindet. Sowohl Benzylchlorid als 
Benzylbromid sind ausgeprigt Toxin destruierend. Beide zerstéren 
den gréBten Teil der antigenen Fiahigkeit des Toxins nach 1 Woche. 
Der Benzylalkohol destruiert 70°, der antigenen Fahigkeit des Toxins 
innerhalb 1 Monats. Noch starker wirkt der Benzaldehyd, welcher 
80% innerhalb 1 Woche destruiert. 

Die Benzoesiure wirkt schwacher als der Aldehyd und der Alkoho! 
In der Konzentration m/10 ist die destruierende Wirkung sehr gering. 
Selbst in der Konzentration 0,25 m destruiert die Benzoesiure etwa 
50%, des Toxins innerhalb 1 Monats. Methyl- und Athylbenzoat sind 
fast indifferent. 

Hippursiure verhalt sich ungefihr wie Benzoesiure. Von den 
Amidobenzoesauren sind o-, sowie m- und p-Verbindungen untersucht 
worden. Die Wirkung war etwas starker als die der Benzoesaure. Dic 
Einfiihrung einer Amidogruppe verstirkt also nicht die destruierende 
Wirkung. Die m-Amidobenzoesiure zeigt die stirkste Wirkung. Dic 
o-Verbindung war etwas wirksamer als die p-Verbindung. 

Dimethylamidobenzaldehyd wirkt viel schwacher als Benzaldehyd 
selbst. Nur 25% des Toxins wird nach 1 Monat destruiert. 

Salicylaldehyd wirkt stark Toxin destruierend. Selbst in der 
Konzentration m/100 zerstért diese Verbindung 50°, des Antigen- 
wertes des Toxins innerhalb 1 Monats. 

Die Salicylsiure wirkt starker als die Benzoesiiure, aber schwacher 
als Salicylaldehyd (wie Benzoesiure weniger kraftig als Benzaldehyd 
wirkt). In der Konzentration m/10, wo Benzoesiure fast keine Wirkung 
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ausubt, zerstért die Salicylsiure 50% des Antigenwertes des Toxins 
innerhalb 1] Monats. In der Konzentration 0,25 m destruiert die Salicyl- 
siure véllig das Toxin innerhalb 1 Monats. Die Wirkung der Salicyl- 
siure ist von der Wasserstoffionenkonzentration des Milieus abhangig. 
Bei py 6 ist die Destruktionsgeschwindigkeit am gréBten, etwas kleiner 
bei px 9 und am kleinsten bei py 7 bis 8. Es sei bemerkt, daB das Toxin 
selbst stabiler bei py 6 als bei py 9 ist. 

Methyl- und Phenylsalicylat sind fast indifferent. 

Vanillin, Eugenol und Anisaldehyd zerstéren das Toxin vollstandig 
innerhalb 1 Woche. 

Phenylalanin destruiert 60% der antigenen Fahigkeit des Toxins 
innerhalb 1 Monats. 

Zimtalkohol, Zimtaldehyd und Zimtsiure haben sehr starke 
toxindestruierende Eigenschaften. Die beiden ersten Verbindungen 
sind besonders wirksam. In der Konzentration m/10 zerstéren sie 
vollstandig das Toxin innerhalb 1 Woche, aber sogar in der Konzentra- 
tion m/100 kann ein deutlicher Effekt nachgewiesen werden. 


B. Heterozyklische Verbindungen. 


Es sind hier nur wenige Stoffe untersucht worden, vorzugsweise 
solche, die friiher von anderen Forschern studiert worden sind. 


Nach Nishewra (1930) tibt Furfurol eine entgiftende Wirkung aut 
das Diphtherietoxin aus. In einer Konzentration von ungefaéhr 0,05 m 
entgiftet das Furfurol Diphtherietoxin innerhalb 51 Tagen. Bei zwei 
Injektionen von je 2 cem des so behandelten Toxins war Nishiura imstande, 
Meerschweinchen resistent gegen zwei tédliche Dosen von Diphtheriegift 
zu machen. Wir fanden, daB das Furfurol in der Konzentration m/10 das 
Toxin soweit entgiften kann, daB nach Einwirkung wihrend 1 Woche 0,1 cem 
des behandelten Toxins nicht mehr imstande sind, ein Meerschweinchen zu 
téten. Aber gleichzeitig sind 50°, des Antigenwertes des Toxins ver- 
schwunden. Man sieht also, daB hier eine bedeutende Toxoidbildung statt- 
gefunden hat. weil die Giftigkeit relativ mehr abgeschwacht worden ist als 
die Bindungsfahigkeit. 

Vincent (1928) fand ,,kryptotoxische‘‘ Eigenschaften bei dem Pheny!]- 
dimethylamino-pyrazolon gegeniiber dem Tetanusgift. In unseren Ver- 
suchen mit Diphtheriegift wurde festgestellt, daB diese Verbindung 60° , 
der Antigenwirkung des Toxins innerhalb 1 Monats zerstérte, ohne eine 
eigentliche Entgiftung hervorzurufen. 

Nélis zeigte (1925), daB8 Chininchlorid das Diphtheriegift zerstért. 
Dies wird von unseren Versuchen bestiatigt. In der Konzentration m/100 
destruiert dieses Alkaloid 50°, des Antigenwertes des Toxins innerhalb 
| Woche. Nach 1 Monat waren 90°. des Antigenwertes des Toxins ver- 
schwunden, aber der Rest war noch giftig fiir Meerschweinchen. Es handelt 
sich also hier um eine allgemeine Destruktion des Toxins. 


Nicotin ist indifferent dem Toxin gegeniiber. Ebenso das Salicin 
(Glucosid). 
Saponin zeigte einen geringen Toxin destruierenden Effekt. 
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Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 
1. Aliphatische Verbindungen. 


Die Kohlenwasserstoffe haben weder destruierende noch kon- 
servierende Wirkung auf das Toxin. 

Die Einfiihrung von Halogen in die Kohlenwasserstoffe bewirkt 
bisweilen, aber nicht immer, da8 die entstandene Verbindung Toxin 
destruierende Eigenschaften erhalt. 

Die Versuche lassen keinen sicheren Schlu8 zu, ob eine Differenz 
zwischen der Wirkung von Chlor- und Bromverbindungen existiert. 
Dagegen scheinen die Jodverbindungen weniger wirksam als die Chlor- 
und Bromverbindungen zu sein. Im ibrigen werden Versuche mit 
diesen Verbindungen erschwert, weil einige davon so schnell hydrolysiert 
werden, da8 das Milieu bald stark sauer wird. Es ist dann nicht méglich, 
zu sagen, ob die beobachtete Wirkung auf den Einflu8 der Verbindung 
oder auf die Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration des Milieus 
zuriickzufiihren ist. 

Die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe scheint nur in einzelnen 
Fallen einer Verbindung Toxin destruierende Eigenschaften zu_ver- 
leihen. Bei einer Untersuchung der monovalenten Alkohole von der 
Formel C,,H,, + 10H konnte man einen plétzlichen Ubergang bei 
der Verbindung C, feststellen, welche Verbindung im Gegensatz zu den 
GliedernC,——C, einen sehr starken Toxin destruierenden Effekt ausiibte. 
Die Verbindung C, wirkte ebenso kraftig wie C;. Aber jetzt nahm 
plétzlich diese Wirkung rasch ab. Die Verbindungen C, und C, zeigten 
noch Toxin destruierende Wirkung, aber in viel geringerem Grade als 
C; und Cy, und die Verbindungen Cy, C,) und C,, waren indifferent. 

Die Wirkung der Alkohole war dieselbe, ob man Rohtoxin oder 
gereinigtes Toxin verwendete. Die Alkohole besitzen in verschiedenem 
Grade die Eigenschaft, die Oberflachenspannung zu verringern, aber 
es besteht keine — direkte oder indirekte — Proportionalitat zwischen 
der Wirkung auf die Oberflichenspannung und dem Toxin destruierenden 
Effekt. 

Ubrigens gilt sowohl fiir die halogensubstituierten Kohlenwasser- 
stoffe als fiir die wirksamen Alkohole die Regel, daB die Destruktion 
immer simtliche spezifischen Eigenschaften des Toxins (giftneutrali- 
sierende und flockende Funktionen) umfaBt. Dies wurde durch Neutrali- 
sationsversuche sowohl in vitro als in vivo und durch Immunisierungs- 
versuche gezeigt. Die Destruktion der verschiedenen spezifischen 
Eigenschaften des Toxins verlief parallel. Es sind in einigen Fallen 
Unterschiede betreffs der destruierenden Wirkung gegeniiber dem 
Toxin bei verschiedenen isomeren Formen desselben Alkohols kon- 
statiert worden. 
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Die Aldehyde zeigten sehr eigentiimliche Verhaltnisse, indem 
nimlich Formaldehyd fast nur die toxischen Eigenschaften des Toxins 
angriff. Die antigenen und flockenden Eigenschaften dagegen wurden 
nicht oder jedenfalls wenig (bei niedrigen Konzentrationen) beeinfluBt. 

Schon der Acetaldehyd greift nicht nur die Gifteigenschaften des 
Toxins an, sondern zerstért auch teilweise den Antigenwert. Doch 
kommt es auch hier zu einer Toxoidbildung in tiberwiegendem MaBe, 
d.h. der EntgiftungsprozeB verlauft viel schneller als die Zerstérung 
der bindenden Eigenschaften des Toxins. Vom Propionaldehyd an 
dagegen zerstéren die Aldehyde sowohl die toxischen als auch die 
antigenen Eigenschaften des Toxins. Merkwiirdigerweise bekommt 
man hier ein verschiedenes Resultat, wenn man Rohtoxin oder ge- 
reinigtes Toxin verwendet. Im ersten Falle sieht man iiberhaupt keine 
Wirkung der héheren Aldehyde, z. B. Cy und C,o, im letzteren Falle sind 
dagegen diese Verbindungen besonders wirksam. 

Die besondere Wirkung, welche dem Formaldehyd zukommt, 
kann auch bei einzelnen anderen Aldehyden, z. B. dem Glyoxal, kon- 
statiert werden. Auch die Glykose, welche neben dem Aldehydradikal 
Hydroxylgruppen enthalt, hat schwache ,,anatoxigene’’ Eigenschaften. 
Das Verhalten der Glyoxylsaiure zeigt auch, daB man eine Carboxyl- 
gruppe in das Molekil einfiihren kann, ohne die Toxin destruierenden 
Eigenschaften zu schadigen. 

Wenn Chlor in Aldehyde eingefiihrt wird, dann scheint die 
Antigen destruierende Fahigkeit derselben gesteigert zu werden. Wenn 
die Aldehyde mit Alkoholen kondensiert werden, dann verschwindet 
ihre besondere Wirkung auf Toxin. Acetale sind indifferent. 

Die Aldehyde erniedrigen, wie die Alkohole, die Oberflachenspannung 
des Toxins, aber es besteht kein Zusammenhang zwischen dieser Wirkung 
und dem EinfluB auf die spezifischen Eigenschaften des Toxins. 

Die héheren Glieder der Sauren, C,H,,, + 1 COOH, wirken stark 
Toxin destruierend, und die Wirkungen nehmen (von C; an) mit steigender 
Kohlenstoffkette im Molekiil zu. 

Wird Chlor in das Molekiil einer Saure eingefiihrt, so kann die 
Verbindung Toxin destruierende Eigenschaften bekommen. Mono-Di- 
und -Trichloressigsaure besitzen alle Toxin destruierenden Eigenschaften, 
welche mit dem Gehalt an Chlor zunehmen. Es ist interessant zu_be- 
merken, das Chlor besonders wirksam ist. CH,, Methan, ist indifferent ; 
CH,OH, Methylalkohol, auch wenig wirksam. CHCl,, Trichlormethan, 
sehr kraftig wirkend. Acetaldehyd wenig wirksam, Trichloraldehyd 
stark Toxin destruierend. Essigsiure ist unwirksam; die Chloressig- 
siuren besitzen Toxin destruierende Eigenschaften. 

Einfiithrung von Hydroxylgruppen veraindert nicht den Charakter 
einer Saure in demselben Sinne wie eine Halogensubstitution. 
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Gewisse ungesattigte Sauren!, Olsiure und Ricinolsdure, wirken 
stark Toxin destruierend. Wenn gréGere Mengen dieser Substanzen 
verdiinnten Toxinlésungen zugesetzt werden, dann kann die Giftigkeit 
des Toxins ,,maskiert’’ werden, was wahrscheinlich ein rein mechani- 
scher Proze8 ist. Erstreckt sich die Einwirkung iiber eine langere Zeit, 
dann werden die so behandelten Toxine (besonders bei héheren Tem- 
peraturen) defitiv zerstért. Der ProzeB ist irreversibel. Wenn einige 
Forscher angeben, daB die Seifen sowie auch eine Reihe von anderen 
chemischen Stoffen nur die Toxizitat, aber nicht die antigene Fahig- 
keit des Toxins zerstért, so beruht dies unserer Meinung nach auf 
Fehlschliissen, welche ihre Ursache in einer mangelhaften Versuchs- 
technik haben. Die angewandten Methoden sind in diesen Fallen nicht 
imstande gewesen, ein genaues quantitatives Resultat der Reaktionen 
zu geben. Wir werden das niher beleuchten. Die von den meisten 
Experimentatoren benutzte Technik ist folgende: Man mischt eine 
kleine Toxinmenge mit einem relativ groBen Volumen einer Lésung 
oder Suspension der zu untersuchenden Substanz. Die Mischung 
wird entweder sofort oder erst nach Inkubation wahrend einer gewissen 
Zeit (eventuell bei héherer Temperatur, 37°) Versuchstieren injiziert. 
Wenn die Tiere dann keine Vergiftungssymptome aufweisen, wird 
hieraus geschlossen, daB das Toxin ,,zerstért’‘ ist. Nun werden Tiere 
mit solchen scheinbar ,,entgifteten** Toxinen mehrmals behandelt, 
bisweilen mit groBen Dosen, und nach einer gewissen Anzahl Vaccina- 
tionen wird die Resistenz der Tiere gegeniiber dem unbehandelten 
Gift gepriift. Wenn die Tiere dann die Injektion von einer oder mehreren 
,,tédlichen‘** Dosen Toxin iiberleben, wird daraus geschlossen, daB das 
Toxin seine antigene Eigenschaft noch behalten hat. 

Erstens kann man gegen die Gifttitration, so wie sie nach der 
Ehrlichschen Technik stattfindet, einwenden, daB diese Priifung sehr 
grob ist. In Wirklichkeit muB man relativ groBe Diphtheriegiftmengen 
anwenden, um bei subcutaner Injektion auf Meerschweinchen In- 
toxikationsphinomene zu erzeugen®. Ungiftigkeit, Entgiftung usw. 

' Wenn einige Verfasser annehmen, daB die Wirkung der Olsaure 
darauf beruht, daB diese Saéure ungesittigt ist, so ist das nicht richtig. 
Denn Fumar- und Maleinséure, welche zu derselben homologen Reihe wie 
Olsivure gehéren, haben diesen Effekt nicht. 


? Es mu8 auch hier daran erinnert werden, daBi man — um iiberhaupt 
brauchbare Resultate zu erzielen bei solchen Versuchen abgelagerte, 


stabile Gifte verwenden mui. Aber solche sind ja schon ziemlich weit in 
Toxoid verwandelt. Nach Ehrlich enthalt ein ,,ideales‘* Diphtheriegift 


200 tédliche Dosen pro L, (solche Gifte sind effektiv von H. Schmidt und 
W. Scholtz durch ein besonderes Verfahren hergestellt worden). Aber 
manchmal enthalten die gewéhnlichen abgelagerten Gifte nur 40 bis 50 dmm 
oder noch weniger pro Ly). Man mu8 dann immer in Betracht ziehen, dai 
das Toxin eine natiirliche Tendenz besitzt, sich in Toxoid umzuwandeln. 
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sind ja relative Begriffe. So ist eine Mischung von 1 A.-Einh. + Ly 
ungiftig (nach der Definition Ehrlichs). Nehmen wir an, daB ein gewisses 
Toxin 10 LZ, pro Kubikzentimeter enthalt. Injizieren wir dann einem 
Meerschweinchen 1] A.-Einh. + 0,l ccm dieses Toxins. Es entstehen 
hier keine Vergiftungssymptome bei dem Tier. Aber injizieren wir 
10 A.-Einh. + 1,0cem des Toxins, wird man wenigstens deutliche 
Lokalreaktionen beim Tier wahrnehmen, wenn dasselbe nicht an akuter 
Vergiftung stirbt. Hat man ein Diphtherietoxin, welches durch Formol- 
behandlung so entgiftet worden ist, daB eine Injektion von 5ccm an 
einem Meerschweinchen keine Vergiftungssymptome mehr hervorruft 
(also ein Praparat, das hinsichtlich seiner Unschadlichkeit nach Ramons 
Bedingungen mit dem Namen ,,Anatoxin’ bezeichnet werden darf), 
so wird man doch in manchen Fillen bei Injektion von 0,1 bis 0,2 cem 
eines solchen Praparates in die Haut weiBer Kaninchen eine deutliche 
Cutanreaktion!, mit Rétung, Infiltration, eventuell leichter Nekrose, 
hervorrufen kénnen. DaB diese Reaktion wirklich von Diphtheriegift 
verursacht ist, kann leicht bewiesen werden; sie tritt namlich nicht 
auf, wenn man dem formolbehandelten Toxin vor der Priifung geniigend 
Antitoxin zusetzt. Ist ein formolbehandeltes Toxin so entgiftet, dab 
auch die Cutanprobe keine Giftspuren erkennen liBt, so kann man 
doch sehen, daB ein solches Anatoxin nach der Reinigung und Kon- 
zentrierung Gifteigenschaften aufweist?. 

Bei sukzessiven Vaccinationen ist es immer mdéglich, auch mit 
solchen minimalen Antigenmengen, die durch andere Methoden nicht 
nachweisbar sind, eine gewisse Immunitét zu erzeugen. Es _ bedarf 
unendlich kleiner Toxinmengen, um ein Meerschweinchen so zu sensibili- 
sieren, daB es bei erneuter Injektion von demselben Antigen sich als 
allergisch erweist, d.h. daB die Organismen ziemlich rasch Antikérper 
produzieren. Glenny hat Meerschweinchen durch wiederholte Schick- 
proben immun machen kénnen. Aber eine Schickdosis von Diphtherie- 
toxin reprasentiert nur ! jo99 /,. Wenn man den ,,[mmunisierungswert* 
von Proben eines mit verschiedenen chemischen Substanzen behandelten 
Toxins bestimmen will, so muB man jedenfalls wissen, welchen immuni- 
sierenden Effekt das Toxin selbst besitzt. Die beste Methode wiirde 
dann die von uns benutzte sein, namlich eine Portion des Toxins in 
Anatoxin zu verwandeln, so daB sein spezifischer Immunisierungswert 
nicht verandert wird, was mittels der Flockungsmethode nach- 


' Claus Jensen ist es gelungen, eine Cutanreaktion auf Kaninchen 
mit '/s99 einer fiir Meerschweinchen tédlichen Dosis zu erzeugen. 

* Diese sind nicht das Resultat einer Spaltung des Anatoxins, denn 
der ProzeB Toxin + Formeldehyd — Anatoxin ist irreversibel, sondern 
sie erklaren sich durch eine Akkumulation kleiner, im Rohpréparat nicht 
nachweisbarer Toxinspuren. 
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gewiesen werden kann. Man injiziert von diesem Anatoxin auf einmal 
eine geniigende Anzahl Flockungseinheiten und priift die Immunitit 
z. B. 3 Wochen spiter. Mit diesem ,,Standard‘-Anatoxin! kann man 
dann die verschiedenen Praparate vergleichen. Doch diese Methode 
ist zu kompliziert und erfordert selbst fiir die Erzielung von approxi- 
mativen Werten zu viele Versuchstiere. Die genaueste und dazu die 
einfachste Methode ist und bleibt stets, den Neutralisierungseffekt der 
Toxine zu bestimmen. Hierzu dient gewéhnlich die Flockungsmethode, 
welche genaue und leicht reproduzierbare Resultate ergibt. In Fiillen, 
wo die Flockungsmethode Schwierigkeiten bietet oder wo man eine 
Kontrolle wiinscht, bestimmt man den L,-Wert nach der von uns be- 
schriebenen Technik, welche auf dem Bordet-Danyszschen Phiinomen 
beruht. Nur auf diese Weise kann man ein quantitativ sicheres Mab 
fiir die Toxinmenge (spezifisches Toxin + Toxoid), die sich in einer 
gewissen Lésung befindet, erhalten. Hat man dazu eine Bestimmung 
des direkten Giftwertes, so kennt man auch das Verhiltnis zwischen 
Toxin und Toxoid. 

Nishiura hat bis zu einem gewissen Grade diese Verhaltnisse 
erkannt, weil er oft die Bindungswerte seiner Toxine bestimmt hat. 
Aber Nishiura scheint dariiber erstaunt zu sein, daB ,,destruierte“ 
Toxine doch immunisierend wirken kénnen. Er hat jedoch groBe 
Dosen (bis 10 cem) seiner Toxine und mehrere Injektionen gegeben. 
Er fihrt z. B. an, daB er bei einer einzigen Injektion von 2 cem (!) 
eines phenolbehandelten Toxins keine Immunitit bei Meerschweinchen 
20 Tage nach der Vaccination feststellen kann, mit zwei Injektionen 
aber ein Resultat erhielt. Dazu kommt nun, da Nishiura die Bécher- 
Kraus-Liwensteinsche Technik benutzt hat. Wir kénnen deshalb 
daraus schlieBen, daB er aller Wahrscheinlichkeit nach zu_ kleine 
,, Bindungswerte“ erhalt. Man mu8 annehmen, daB die von Nishiura 
untersuchten Toxine einen etwas héheren Antigenwert gehabt haben als 
der von ihm tatsachlich gefundene. Wenn man dies in Betracht zieht, 
so erklirt sich auch leichter die erzeugte Immunitaét. Soweit uns 
bekannt, hat noch kein Experimentator die volle Konsequenz der von 
uns mitgeteilten Tatsachen gezogen. 


2. Zyklische Verbindungen. 
Das Benzol ist gegeniiber dem Toxin fast indifferent. Einfiihrung 
eines Chloratoms in das Molekiil bringt keine Anderung; das Chlor- 
benzol ist ohne Wirkung auf das Toxin. Werden dagegen eine oder 


1 Kolle, Prigge u. Fischer haben fiir die routinemaéBige Titrierung der 
Anatoxine (Formolgifte) verschiedener Provenienz die Benutzung eines 
Standardanatoxins vorgeschlagen, dessen Immunisierungseffekt schon 
bekannt ist. 
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mehrere Hydroxylgruppen eingefiihrt, so entstehen Stoffe mit aus- 
gepragten Toxin destruierenden Eigenschaften. 

Die Einfiihrung einer Nitro- oder Aminogruppe in den Benzolkern 
bewirkt auch die Entstehung Toxin destruierender Verbindungen, die 
jedoch von geringerer Wirkung als die Oxybenzole sind. 

Die Alkylbenzole, Toluol und Xylol, sind indifferent. Wird nun 
eine Hydroxylgruppe in den Kern eingefiihrt, so entstehen Stoffe von 
der gleichen Wirkung wie die Oxybenzole. 

Einfiihrung von Halogenen (Chlor, Brom) in die Seitenkette der 
Alkylbenzole bewirkt, daB die Verbindung Toxin destruierende Eigen- 
schaften bekommt. Den gleichen Effekt hat die Substitution mit 
Hydroxyl-, Carboxyl- und insbesondere Aldehydgruppen. 

Gleichzeitige Einfiihrung einer Aminogruppe in den Kern und 
von einer Carboxylgruppe in die Seitenkette der Alkylbenzole verleiht 
der Verbindung Toxin destruierende Eigenschaften. 

Durch Einfiihrung einer primaren Alkoholgruppe, einer Aldehyd- 
oder Carboxylgruppe in Phenol erhalt man in den beiden ersten Fallen 
Verbindungen, die nicht nur starker als die entsprechenden Alkohole 
und Aldehyde, welche nicht Hydroxyl enthalten, wirken, deren Wirkung 
vielmehr auch der des Phenols selbst iiberlegen ist. Salicylsiure wirkt 
zwar starker als Benzoesaure, aber schwiacher als Phenol. Im allgemeinen 
kann man sagen, daB die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe in den 
Benzolkern der Verbindung Toxin destruierende Eigenschaften verleiht. 
So wirken Vanillin und Eugenol stark Toxin destruierend, und beide 
enthalten das Radikal —-OH im Kern. <Anisaldehyd wirkt zwar auch 
sehr kraftig, und doch enthalt diese Verbindung kein Hydroxyl. Aber 
die aromatischen Aldehyde sind selbst stark Toxin destruierend (Benz- 
aldehyd, Salicylaldehyd, Zimtaldehyd). Eigentiimlich ist, daB auch 
die letztgenannten drei Aldehyde viel stirker als die entsprechenden 
Sauren auf das Toxin! wirken. 

Furfurol (Aldehyd) zeigt wohl Toxin destruierende Eigenschaften, 
aber seine Wirkung ist von den untersuchten carbozyklischen Alde- 
hyden ziemlich verschieden. Furfurol gleicht vielmehr gewissen ali- 
phatischen Aldehyden, z. B. dem Acetaldehyd, da besonders die Gift- 
eigenschaften, weniger aber der Antigenwert des Toxins vom Furfurol 
angegriffen wird. 

Die iibrigen heterozyklischen Verbindungen werden wir nicht 
niher diskutieren. Ihre Zusammensetzung ist ja sehr kompliziert, 
und es bedarf weiterer Untersuchungen, bevor man zu sicheren Schliissen 
hieriiber gelangen kann. 


Bei den untersuchten héheren aliphatischen Aldehyden und Sauren 
ist das Verhaltnis ganz umgekehrt. Hier sind die Séuren am wirksamsten. 
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SchluSbemerkungen. 

Wir haben in dieser Arbeit Gewicht darauf gelegt, Versuchs- 
resultate von der gréBtméglichsten Vergleichbarkeit zu erzielen. Das 
Ziel glauben wir dadurch erreicht zu haben, daB wir dasselbe Toxin 
und aquimolekulare Lésungen der zu untersuchenden chemischen 
Verbindungen benutzt und tiberdies unter konstanter Wasserstoffionen- 
konzentration gearbeitet haben. Weiter haben wir vorzugsweise eine 
physikalisch-chemische Titrierungsmethode, reine in vitro-Versuche, 
benutzt an Stelle der bis jetzt fast iiberall verwendeten Tierexperimente, 
welche leicht zu groBen Versuchsfehlern AnlaB geben. Dann haben 
wir fir einen Teil der Versuche ein gereinigtes Toxin benutzt, was 
natirlich einen groBen Fortschritt bedeutet, da die zu untersuchenden 
Verbindungen von den unspezifischen, mehr oder weniger abgebauten 
Proteinstoffen des Milieus aufgenommen werden kénnen. Bei weiteren 
Untersuchungen tiber die hier behandelten Probleme sollte man nur 
gereinigte Toxine benutzen, d.h. Toxine, welche in so hohem Grade 
von den unspezifischen Begleitsubstanzen befreit sind als iiberhaupt 
moéglich, ohne daB gleichzeitig die spezifischen Eigenschaften der 
aktiven Prinzipien beeinfluBt werden. Nur hierdurch wird es méglich 
sein, vergleichbare Resultate zu erhalten, und nur solche besitzen einen 
wirklichen Wert fiir die Beleuchtung dieser sehr verwickelten Probleme. 
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Uber das Wesen der pu-Wirkung auf die Titigkeit der Amylase. 


Von 


A. Oparin und A. Kurssanow. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Zentralinstituts fiir Zucker- 
industrie, Moskau.) 


(Eingegangen am 14, Oktober 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Am SchluB unserer Arbeit iiber die Inaktivierung der Fermente 
durch Gerbstoffe! bemerkten wir, daB die hemmende Wirkung mit der 
Adsorption der Fermente durch die aus der Lésung ausfallenden EiweiB- 
niederschlige zusammenhangt. Die von Tannin getriibte Amylase- 
lésung verliert ihre Aktivitaét, doch lassen sich nach ihrer durch Zentri- 
fugierung bewirkten Teilung in Lésung und Niederschlag folgende 
Erscheinungen aufweisen: Die klare Lésung (der AbguB) zeigt unter 
keinerlei Bedingungen eine amylolytische Tatigkeit; das ganze, ur- 
spriinglich in geléstem Zustand befindliche Ferment wird durch die 
ausfallenden EiweiBstoffe adsorbiert, und diese Adsorption ist mit 
der Inaktivierung der Amylase verkniipft. Deshalb aiuBert der Nieder- 
schlag nach einfachem Durchschiitteln mit Wasser nicht seine Fahigkeit, 
Starke zu zersetzen. Diese Fahigkeit tritt jedoch zum Vorschein, 
wenn dem Niederschlage eine Albumin- oder Peptonlésung zugesetzt 
wird, d. h. bei Zufuhr eines hochgradig dispersen EiweiBstoffes tritt das 
Ferment aus dem Niederschlag in die Lésung iiber. Die Amylasewirkung 
regeneriert sich dabei vollstaéndig, und wir konnten hier das gesamte 
in der urspriinglichen Lésung vor dem Tanninzusatz enthaltene Ferment 
nachweisen. Ganz analoge Erscheinungen beobachten wir auch bei 
Zusatz von Coffein oder Hydrochinon zur Fermentlésung. 

Ebenso beobachten wir bei manchen physikalischen Finwirkungen 
auf die Amylaselésung eine mit der Bildung von EiweiBniederschlagen 
verkniipfte Inaktivierung des Ferments. So wird z. B. Amylase bei 
energischem Durchschiitteln der Lésung zum Teil inaktiviert, wobei 
in der Lésung ein unbedeutender Niederschlag sichtbar wird. Mittels 
Zentrifugierung der Mischung und darauffolgenden Zusatzes von Pepton 


' A. Oparin u. A. Kurssanow, diese Zeitschr. 209, 181, 1929. 
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zum Zentrifugat und zum Niederschlag konnte ebenso wie in den oben 
beschriebenen Fallen erwiesen werden, daB sich das gesamte Ferment, 
das verschwunden war, in inaktivem Zustand im Niederschlag befindet. 
Bei Zusatz von Pepton geht es in die Lésung iiber, und seine Fahigkeit, 
Starke zu zersetzen, ist vollstaéndig hergestellt. Sogar bei einfacher 
Aufbewahrung der Fermentlésung oder des Praparats wurden, wie 
wir in unserer oben angefiihrten Arbeit beschrieben, dieselben Er- 
scheinungen beobachtet. 

Es erschien interessant festzustellen, ob nicht analoge Erschei- 
nungen auch unter der Einwirkung von Ionen aut die Fermentlésungen 
auftreten, insbesondere unter Einwirkung von Wasserstoff- und Hydr- 
oxylionen. 


Seitdem von S. Sérensen' die hervorragende Bedeutung der Wasser- 
stoffionenkonzentration fiir die Arbeit der Fermente festgestellt worden ist, 
hat sich in der Literatur hinsichtlich dieser Frage eine enorme Anzahl von 
Untersuchungen angehaiuft. Eine héchst bedeutende Rolle in dieser Frage 
spielen die in der Hauptsache von L. Michaelis? entwickelten Ansichten. 
Diesem Autor zufolge iibt die Verainderung des px einen direkten Einfluls 
auf das Ferment selbst aus. Von diesem Standpunkt aus miissen die Fer- 
mente als amphotere Elektrolyte angesehen werden, die in Abhangigkeit 
vom pu der Lésung als Anionen oder Kationen auftreten kénnen,. oder auch 
sich in undissoziiertem Zustande befinden. Nur eine von den genannten 
Formen ist eine aktive Fermentform, wodurch auch das Vorhandensein 
eines bestimmten pxR-Optimums bedingt ist, das von der Schule von ./ichaelis 
als charakteristisches Kennzeichen fiir die einzelnen Fermente angesehen 
wird. 

Die von J. Northrop* an proteolytischen Fermenten vorgenommenen 
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, daB bei einer pxu-Verschiebung oft 
keine unmittelbare Wirkung der H’-lonen auf das Ferment stattfindet. 
Besondere Bedeutung kommt der Arbeit von RP. Willstdtter, Haurowitz 
und Memmen* zu, die zeigten, daf die animalische Lipase je nach dem 
Reinigungsgrad ein verschiedenes po-Optimum aufweist. Auf diese Weise 
wurde hier mit voller Deutlichkeit die Bedeutung der die Fermente be- 
gleitenden ,,verunreinigenden Stoffe klargelegt. Von diesem Standpunkt 
aus gebiihrt auch A. Schiirmeyers® Arbeit iiber .,.von Eiweifiistoffen gereinigte 
Invertaselésungen** groBes Interesse. Diese Lésungen erwiesen sich nur 
dann gegen die antagonistische Wirkung von Salzen empfindlich, wenn 
sie durch Zusatz von Eiweifstoffen oder anderen Kolloiden ,,verunreinigt*‘ 
waren. In A. Schiirmeyers® folgender Arbeit wird der EinfluB von Globulin- 
zusatz auf das pq-Optimum der Invertase nachgewiesen. 


1 S. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 131, 1909; Ergebn. d. Physiol. 12, 
393, 1912. ' 

2 L. Michaelis u. H. Davidsohn, diese Zeitschr. 35, 386, 1911. 

3 J. Northrop, Naturwiss. 11, 713, 1923. 

4 R. Willstatter, Haurowitz u. Memmen, Zeitschr. f. phys. Chem. 140, 
203, 1924. 

5 A. Schiirmeyer, Pfliigers Arch. 208, 595, 1925. 

6 Derselbe, ebenda 210, 755, 1925. 
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Dies alles zeigt, daB die Konzentration der H-Ionen nicht nur dure] 
unmittelbaren EintluB auf das Fermentteilchen wirksam wird, sonder: 
auch auf dem Wege einer Veranderung des physikalischen Zustandes dei 
Begleitstoffe. 

Bei Zusatz von Saure zu den Amylaselisungen beobachten wit 
immer die Entstehung einer leichten Triibung, was uns die Frag: 
nahelegte, ob sich die dabei auftretende Abschwichung der Ferment- 
aktivitat nicht wenigstens teilweise durch dieselben Ursachen erklaren 
laBt, die in unserer angefiihrten Arbeit beschrieben sind. Ware dies 
der Fall, so miiBte ein Zusatz von Pepton zu der durch die py-Ver 
schiebung inaktivierten Amylaselésung eine Regeneration des Ferments 
hervorrufen, und zwar selbst dann, wenn die Konzentration der Wasser- 
stoffionen fiir die Arbeit der Amylase ungiinstig bleibt. 


Experimenteller Teil. 


Die erste Versuchsreihe, die sich auf das Wesen der Wirkung des py 
auf die Aktivitat der Amylase bezog, war innerhalb verhaltnismaBig enger 
Grenzen der px- Variation durchgefiihrt, und zwar zwischen 3,94 und 6,47 

Die Versuche wurden folgendermaBen angestellt: In sechs Paar kleine: 
Erlenmeyer-Kolben wurde je 0,5cem 0,1° ig. frisch geléster Malzamylase 
gegeben und je 2cem einer Pufferlédsung, wobei in jedes Kolbenpaar ein 
Puffer verschiedener Aziditat zugefiigt wurde. Darauf wurde in den einen 
Kolben eines jeden Paares 5cem Wasser und in den anderen ebensoviel 
einer 2° igen Peptonlésung zugesetzt (Merck ,,Siccum sine sale*’), woraut 
dazu je 0,5cem Toluol und 35cem 2?'/,”’,iger, vorher bis 32° erwarmte1 
Starkekleister eingegossen wurde. Die mit Pfropfen verkorkten Kolben 
wurden 2 Stunden 30 Minuten bei + 30°C im Thermostaten gehalten. 
Danach wurden alle Lésungen 3 Minuten lang iiber der Flamme 
der Siedehitze ausgesetzt, wodurch das Ferment inaktiviert wurde. Der 
Inhalt wurde abgekiihlt und in 50-cem-MaBkolben gebracht, die mit 
destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt wurden. Da der Pepton 
zusatz eine gewisse Verschiebung des py hervorrief, waren wir gezwungen, 
diesen Umstand in unseren Versuchen in Betracht zu ziehen, indem wit 
unmittelbar nach Beendigung der Versuche das px in den Lésungen mit 
und ohne Pepton bestimmten. 


Die Aktivitat der Amylase wurde von uns auf Grund der von 
10 ccm Lésung wahrend des Versuchs erlangten reduzierenden Kraft 
beurteilt und in Kubikzentimeter n/10 KMnQ, ausgedriickt. Tabelle I 
schlieBt drei Reihen von Versuchen ein, die mit Amylase von ver- 
schiedenem Grad der Reinigung durchgefiihrt wurden. 

Aus der Tabelle I ersieht man, da8 sich die Tatigkeit der Amylase 
ohne Peptonzusatz in Abhangigkeit von der Reaktion des Milieus 
stark verandert, wobei das Optimum der Wirkung des Ferments ungefahr 
bei px = 5,25 liegt. Bei Verinderung der Konzentration der H -Ionen 
sowohl nach der einen als nach der anderen Seite hin nimmt die Aktivitat 
des Ferments deutlich ab. 
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Tabelle I. 





Die Tatigkeit der Amylase 
PH einmal gefalltes Priparat zweimal gefilltes Praparat’ dreimal gefalltes Praparat 


ohne Pepton mit Pepton ohne Pepton mit Pepton ohne Pepton mit Pepton 


3.94 5,00 — 4,10 4,10 

4,43 10,20 -- 12,30 - 12.30 
4.46 5,15 4.60 con 4.85 

4,78 11,10 — 12.20 - 12.99 
5,25 11,29 — 11,05 _ 11.09 a 
5,45 11,20 = 10,59 - 8.90 

5,52 10,99 — 11,05 —- 12,00 
5.80 9920 see 4 00 - 6,20 

5,90 - 11,00 11,00 12.40 
6,40 10,89 10.70 12,20 
6.44 7,10 6,55 . 3.60 “ee 
6.47 - 9,60 10.55 12.00 


Etwas anderes wird bei Anwesenheit von Pepton beobachtet, 
und zwar: Die Verinderung des py in den Grenzen von 4,43 bis 6,47 
beeinfluBt die Tatigkeit der Amylase nur in sehr geringem MaBe, so 
daB das Ferment bei allen Reaktionsverinderungen des Milieus eine 
der optimalen nahestehende Aktivitat beibehalt. 

Aus derselben Tabelle ersieht man, daB bei Anwesenheit von 
Pepton die Veranderung des py am starksten in der dritten Versuchsreihe 
auf die Tatigkeit der Amylase einwirkt, und zwar in der Versuchsreihe, 
die mit einem dreifach mit Alkohol gefillten und daher von einem 
betrichtlichen Teil der BegleiteiweiBstoffe befreiten Ferment durch- 
gefiiart war. Dagegen zeigte die erste, mit einmal gefillter Amylase 
durchgefiihrte Reihe die allergeringste Empfindlichkeit gegen die 
Verdnderungen des px, da das Ferment den gréBten Teil der Begleit- 
kolloide bewahrt hatte, die schon an und fiir sich —- dem zugesetzten 
Pepton gleich -- die E:npfindlichkeit der Amylase gegen die Reaktions- 
veranderungen des Milieus herabsetzen. 

Die EiweiBstoffe koagulieren bei Abweichung des py von der 
optimalen Lage in Form von minimalen Flocken, die dank ihrem leichten 
Gewicht in der Lésung suspendiert bleiben. Mittels starker Zentri- 
fugierung einer solchen Lésung gelingt es, einen Teil der koagulierten 
Phase von der Lésung zu trennen; dieser Niederschlag ist als diinner, 
grauer Belag an den Wanden des Zentrifugenglases sichtbar. Das 
Ferment laBt sich also einzeln in dem Belag und in der Lésung unter- 
suchen. 

Die in dieser Richtung angestellten Versuche wurden folgendermaben 
ausgefiihrt : Eine 0.1 ’,ige Amylaselésung wurde in zwei gleiche Teile geteilt : 
zu dem einen Teil kam das zehnfache Volumen einer Pufferlésung von 
optimalem Sauregrad (5,05), zu dem anderen dasselbe Volumen einer 
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Pufferl6sung von pu 3.50, worauf beide Portionen im Laufe von 15 Mi 
nuten bei Zimmertemperatur blieben. Danach zeigte das Gemisch mit 
Pu 3.50 eine leichte Triibung, wahrend das erste Gemisch klar blieb 


Beide Teile wurden in die Zentrifuge gebracht und 30 Minuten mit einer 
Geschwindigkeit von 3600 Umdrehungen in der Minute zentrifugiert mit 
dem Resultat, daB sich von dem Gemisch mit px 3.50 ein Teil der 
Triibung in Form eines leichten Niederschlags abtrennte. Darauf wurd: 
aus beiden Portionen eine bestimmte Menge klare Lésung entnommen 
die wie oben beschrieben auf amylolytische Tatigkeit gepriift wurde 
Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle II] angefiihrt. 


Tabelle II. 





Tatigkeit der Amylase 


Vaceush Pr ‘er zu- ‘ 

gefiigten vor dem Zentrifugieren nach dem Zentrifugieren 
Pufferlésung 

Nr. ohne Pepton mit Pepton ohne Pepton mit Pepton 
l 5,05 12,60 12,30 12,30 12.45 
3,50 2,70 13,10 2,70 7,50 
2 5,05 13,60 13,80 13,20 13,10 
3,59 3.15 13,85 3,20 7,20 


Da bei px = 5,05 keine Koagulierung der Kolloide erfolgt, bleibt 
nach der Zentrifugierung, wie aus Tabelle II zu sehen ist, die Tatigkeit 
der Amylase beinahe unveraindert, ebensowenig verandert sich diese 
durch Peptonzusatz. Was nun py = 3,50 anbetrifft, so verandert 
die durch Zentrifugierung bewirkte Abtrennung des Niederschlages 
nicht die Aktivitat der Lésung. Letzteres spricht dafiir, daB die koagu- 
lierten Teilchen kein aktives Ferment auf sich tragen. Dieser Befund 
schlieBt aber nicht aus, daB ein Teil des Ferments trotzdem in der aus- 
fallenden Triibung enthalten ist, wenn er sich auch in untdtigem Zustand 
befindet. Letzteres Verhalten ist daraus zu ersehen, daB Zusatz von 
Pepton der zentrifugierten Lésung ihre friihere Aktivitaét nicht mehr 
wiedergibt. Die maBige Erhéhung der fermentativen Tatigkeit unter 
dem EinfluB des Peptons, die in unseren Versuchen dennoch eintrat, 
ist allem Anschein nach auf die Befreiung des Ferments aus den nicht 
niedergeschlagenen Teilchen zuriickzufiihren. 

Der EinfluB des px auf die Aktivitat der Amylase muB8 mithin, 
wenigstens in dem oben angegebenen Zwischenraum, als ein indirekter, 
mit der Koagulierung der Begleitkolloide verkniipfter angesehen werden. 


Dagegen beginnen die weitergehenden Verainderungen des py. 
sowohl die nach der sauren als die nach der alkalischen Seite, schon 
das Ferment selbst zu beeinflussen. Es ist nicht schwer, sich davon 
zu iiberzeugen, indem man z. B. die Amylaselésung im Laufe von 
2 bis 3 Stunden verschiedenen py aussetzt. Wenn die Reaktion des 
Milieus sich in den Grenzen zwischen 3.53 und 6,22 hielt, gelang es, 








dur 
V ol 
Fer 
\m 
alke 
aus 
Mili 
Fer 


uns 


Mit de 
der pu 


bis 6. 
Vera 
weic] 
nach 


irrey 








IH. 
on 
on 
on 


les 








Wesen der py-Wirkung auf die Tatigkeit der Amylase. 195 


durch Zurickfiihrung des py zum Optimum die Aktivitat der \mylase 
vollstandig wieder herzustellen. In denselben Grenzen konnte das 
Ferment auch durch Pepton regeneriert werden. Wurde jedoch die 
(mylasewirkung von starker sauren (py = 2,97, 1,93, 1,17) oder starker 
alkalischen Lésungen (py = 7,10, 8,28) beeinfluBt, so konnte, wie man 
aus ‘Tabelle III ersieht. weder die Zuriickfiihrung der Reaktion des 
Milieus auf das optimale py, noch das Hinzufiigen von Pepton dem 
Ferment seine urspriingliche Aktivitaét wiedergeben. 


Tabelle Ill. 





Die Tatigkeit der Amylase 
pu des Reak- 


pu der Amy- nach dem 


Versuch laseljsung vor —ee beim Zuriickfiihren 4 " ss 
dem Versuch Versuchs Ausgangs-py = Zum optimalen : "sina 
Nr. PH 0,00 ies 
1 Lay 5,00 1.50 4.35 4.35 
2 1,93 5,09 2,85 8.00 7.90 
3 2.97 5,00 3,15 9,20 9,10 
4 3,53 5,00 3,40 980) 9,50 
i) 3.95 5,00 4.30 9,80 9,90 
6 5.00 5,00 980 980 980 
7 6,22 5,00 5,60 9 80 980 
S 7.10 5,00 2.20 9.30 9 20 
9 8.28 5,00 0,25 2,80 2.80 


Zur gréBeren Klarheit geben wir hier ein graphisches Bild der von 
uns untersuchten Abhangigkeit. 





Abb. 1. 


Mit der ausygezogenen Linie ist die Amylasetatigkeit bei verschiedenem pu dargestellt; mit 


der punktierten Linie die Regeneration der Amylasetitigkeit nach Zusatz von Pepton, oder 
nach Zuriickfiihrung des py auf 5,00. 


Aus dem Gesagten geht hervor, daB in den Grenzen des py 3.5 
bis 6,2 die veranderte Aktivitat der Amylase bloB mit den physikalischen 
Veranderungen der Begleitstoffe zusammenhangt. Weitere  Ab- 
weichungen von der Reaktion des Milieus, sowohl nach der sauren als 
nach der alkalischen Seite, ziehen Veranderungen nach sich, die mit 


irreversiblem Verlust der Aktivitat des Ferments verbunden sind. 


Die Umsetzung zugesetzten Methylglyoxals durch Blut 
und Muskulatur. 


Von 


H. K. Barrenscheen, Kunibert Scheppach und Joan Claudatus. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie de: 
Wissenschaften in Wien. 


(Eingegangen am 17. Oktober 1932.) 


Vor Jahresfrist wurde an dieser Stelle tiber Versuche berichtet', 
welche das Schicksal von zu Geweben, deren Glykolyse durch Jod- 
bzw. Bromessigsiure gehemmt war, zugesetztem Methylglyoxal ver 
folgen sollten. Zweck der damaligen Untersuchungen war es, einma! 
den Einflu8 der Hemmungszusitze auf die weitere Umwandlung des 
Methylglvoxals zu priifen, in erster Linie also die Hemmung der Gly- 
oxalase bzw. Ketonaldehydmutase nachzuweisen. Weiter konnte aus 
derartigen Versuchen eine Aufklarung iiber eventuelle Zwischenstufen 
zwischen Methylglyoxal und Milchséure erhofft werden. Das unerwartete 
Resultat simtlicher an Zellen und Geweben durchgefihrter Versuche 
war, daB trotz Zusatz der Hemmungskérper das Methylglyoxal in 
gleichem AusmaB und mit der gleichen Geschwindigkeit verschwindet, 
wie in den Kontrollversuchen, und da in allen diesen Versuchen nur 
rund 50%, des verschwundenen Methylglyoxals als Milchsdure wieder- 
gefunden wurden. Uber das Schicksal der zweiten Hialfte des ver- 
schwundenen Methylglyoxals konnte nichts ausgesagt werden. Unsere 
damaligen Befunde stehen nun scheinbar im Widerspruch zu den An- 
gaben von Dudley?, nach denen Jodessigsiure die Glyoxalase betracht- 
lich hemmt bzw. deren Wirkung vollkommen aufhebt.  Allerdings 
bestehen in der Versuchsanordnung, sowohl was das Substrat — Dudley 
verwendet Phenylglyoxal -—- als auch das Enzymmaterial anlangt 
weitgehende Differenzen. In unseren Versuchen kamen Zellen bzw. 


! Diese Zeitschr. 240, 381, 1931. 
2 Biochem. J. 25, 437, 1931. 








H. ] 


Orge 
wen 
Rea 
das 
stin 
dem 
in A 
unt 
gese 
vers 
nick 


zug 
Um 
die 
vezi 
que 
Girs 
Eiw 
von 
Rel 
mel 
ver! 


und 
glye 
bzw 
kor1 
stin 
den 
gefi 
Par 


gab 


Zu 








et}, 
od- 
yer 
mal 
des 
rly- 
aus 
fen 
pete 
che 
in 
let, 
nur 
ler- 
rer- 
ere 
An- 
+ht- 
ngs 
le y 
igt 
ZW. 


H. K. Barrenscheen, K. Scheppach u. J. Claudatus: Umsetzung usw. 197 


Organbrei zur Verwendung, von Dudley wurden Muskelextrakte ver- 
wendet. SchlieBlich hat Dudley in seinen Versuchen nur das endliche 
Reaktionsprodukt, Mandelsiure, bestimmt, waihrend von uns sowohl 
das Methylglyoxal als auch Milchsiure bestimmt wurden. Diese Un- 
stimmigkeiten in den Ergebnissen veranlaBten uns, die Frage nach 
dem Schicksal des zu Gewebe zugesetzten Methylglyoxals neuerlich 
in Angriff zu nehmen. Ausschlaggebend fiir diese Untersuchungen war 
unter anderem auch die von uns festgestellte Tatsache, daB das zu- 
gesetzte Methylglyoxal aus den Ansitzen mit einer Geschwindigkeit 
verschwindet, wie wir sie von enzymatischen Umsetzungen schlechthin 
nicht gewohnt sind. 


I. Die Ammoniakbildung im Blote nach Zusatz von Methylglyoxal. 


Unter den Méglichkeiten, welche den Schwund des zum Gewebe 
zugesetzten Methylglyoxals erkliren kénnten, ist seinerzeit von uns die 
Umsetzung des Methylglyoxals mit Aminosduren bzw. EiweiBkérpern, 
die erstmalig von Neuberg und Kobel! gezeigt wurde, in Erwigung 
gezogen worden; auf die Bedeutung derartiger Umsetzungen als Fehler- 
quelle in Zusatzversuchen wurde sodann in bemerkenswerten Arbeiten von 
Girsavicius® hingewiesen. Da bei allen beobachteten Umsetzungen von 
EiweiBkérpern mit Glyoxalen neben Kohlenséure auch das Auftreten 
von Ammoniak nachgewiesen wurde*®, haben wir zuniachst in einer 
Reihe von Versuchen die Bildung von Ammoniak im Blute, dem wir 
mehr oder minder groBe Mengen von Methylglyoxal zugesetzt hatten, 
verfolgt. 


Das verwendete Methylglvoxal wurde nach der Methodik von Fischer 
und Taube baw. Fischer und Feldmann dargestellt 5. Der Gehalt der Methyl! 
glyoxallésungen wurde jeweils durch Titration nach Kuhn und Heckscher® 
bzw. nach Fischler und Boettner’ bestimmt. Beide Methoden geben bei 
korrekter Ausfiihrung an reinen Lésungen von Methylglyoxal iiberein- 
stimmende Werte. Die laufenden Bestimmungen des Methylglyoxals in 
den Versuchen wurden kolorimetrisch nach Barrenscheen-Dreqguss® durch- 
gefiihrt. Die Ammoniakbestimmung erfolgte in dem von uns modifizierten 
Parnasschen Apparat®. Die Versuche wurden mit und ohne Zusatz von 


' Diese Zeitschr. 185, 447, 1927: 188, 197, 1927; 200, 459, 1928. 

2 Biochem. J. 24, 446, 1930; 25, 1807, 1931. 

3 Siehe auBer den bereits erwahnten Arbeiten Neubergs auch die An- 
gaben von Sakuma, J. of biol. Chem. Tokyo 12, 247, 1930. 

4 Ber. 57, 1502, 1924; 59, 857, 1926: 62, 864, 1929. 

5 Der I. G. Farbenindustrie sind wir fiir die Uberlassung des Oxantins 
zu groBem Dank verpflichtet. 

® Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 116, 1926. 

7 Zeitschr. f. analyt. Chem. 74, 28, 1928. 

§ Diese Zeitschr. 233, 305, 1931. 

* Ebenda 240. 409, 1931. 
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Bromessigsaure die endliche Konzentration der Bromessigséure betrug 
m/LOO durchgefiihrt. 


Die Ergebnisse waren vollkommen eindeutig, so daB wir uns mit 
der Wiedergabe zweier in Tabelle  zusammengestellter Versuch« 
begniigen (‘Tabelle 1). 

Tabelle I. 


In sémtlichen Ansaitzen 20 cem Vollblut und 5cem Zusatze. 





Methylglyoxal , _ " 
in ‘ae v : NH,-N in y-%o 
Versuchs- ‘ ’ Zeit _eeE we | Cee — 
y tn Zusatz in Min. = — 
— getenten aaees gegen die 
1932 Kontrolle 
10. V. Kontrolle: | 0 0 0 125 
5eem 0,9 °vige 9 
be 0 0 999 9 
NaCl-Losung 0 iad 
Versuch a: 
5cem Methyl- | 0 974.1 0 208.3 83.3 
glyoxal . Epics Hop on 
<<, - ( 0) D580 Fy 34 
in 0,9 %iger | 60 295, 35,8 
NaCl-Lésung 
Versuch b: 
5ccem Methyl- | 
glyoxal in 0 374,1 0 286.3 161.3 
isoosmotischer 60 — 0 552.4 330,2 
m/20 Bromessig- 
saure 
28. V. Kontrolle: | 0 0 0 150.9 
5cem 0,9 °vige pte 
. 7. /° 0 0 360 
NaCl-Lésung 60 360,4 
Versuch: | 
Soom Methyl {| o | 8741 | 105 | 1951 | 442 
ee 60 ~ 0 470.7 110.3 
in 0,9 °viger 


NaCl-Lésung 


Wie aus den Zahlen der Tabelle zu entnehmen ist, zeigen die Ver- 
suche in Bestatigung unserer friiheren Untersuchungen einwandfrei. 
daB selbst so betrdchtliche Mengen von Methylglyoxal, wie wir sie in 
unseren Versuchen verwendeten, binnen kiirzester Zeit verschwunden 
sind. Im Versuch vom 10. Mai, bei dem die Entnahme erst einige 
Minuten nach Zusatz des Methylglyoxals gemacht wurde, liBt sich 
weder in der unversetzten noch in der mit Bromessigsiure versetzten 
Probe eine Spur von Methylglyoxal nach dieser kurzen Zeit nachweisen. 
In dem Versuch vom 28. Mai, in dem die Entnahme nach Zusatz des 
Methylglyoxals mit tunlichster Beschleunigung erfolgte, konnten nur 
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mehr rund 2,8% des zugesetzten Methylglyoxals wiedergefunden 
werden. 


Wie sieht es nun mit der Ammoniakbildung in unseren Versuchen 
aus? Die in den Zusatzversuchen gegeniiber der Kontrolle nach- 
gewiesene geringfiigige Mehrbildung von Ammoniak lieBe sich fiir die 
Anfangszeit zwanglos durch die zeitliche Differenz in den Entnahmen 
erkliren. Aber selbst wenn man diese Erklarung nicht fiir stichhaltig 
annehmen will, ergibt sich, daB die Ammoniakbildung so geringfiigig 
ist, daB die Reaktion zwischen Methylglyoxal und EiweiBkérpern 
baw. Aminosiuren fiir die Erklarung des Verschwindens des Methyl- 
glyoxals vollkommen zu vernachlissigen ist. Rechnet man von der 
Mehrbildung des Ammoniaks um auf eventuell durch eine derartige 
Reaktion umgesetztes Methylglyoxal, so ergibt sich, unter der Voraus- 
setzung, daB auf 1 Mol Ammoniak 1 Mol Methylglyoxal umgesetzt 
wird, fiir den Versuch vom 10. Mai, der ohne Zusatz von Bromessigsiure 
ausgefiihrt wurde, die Menge von rund 0,428 mg Methylglyoxal, das 
wiren 0,11°, der verschwundenen Menge. Fiir den Versuch vom 
23. Mai ergibt die gleiche Berechnung eine der Ammoniakzunahme ent- 
sprechende Methylglyoxalmenge von rund 0,227 mg, das sind rund 
0,06 % der verschwundenen Menge. Der gleiche Versuch ergibt fiir eine 
Inkubationszeit von 3 Stunden eine Zunahme des Ammoniaks gegeniiber 
der Kontrolle um 110,3 y, welcher wieder 0,56 mg Methylglyoxal, 
rund 1,5% der verschwundenen Menge, entsprechen. DaB jedoch 
diese Zunahmen des Ammoniaks mit der Umsetzung des Methylglyoxals 
kaum direkt in Zusammenhang zu bringen sind, zeigt der nach 1 Stunde 
erhobene Ammoniakwert im Versuch vom 10. Mai. Hier finden wir 
gegeniiber der Kontrolle eine Zunahme von 35,8 y Ammoniakstickstoff, 
die 0,184 mg, rund 0,05°% des verschwundenen Methylglyoxals ent- 
sprechen, also weniger als die dem Anfangswert zugrundeliegende 
Berechnung ergibt. 

Der wiedergegebene Versuch mit Bromessigsiure zeigt einwandfrei 
die bereits in unseren friiheren Versuchen! nachgewiesene Mehrbildung 
von Ammoniak unter der Einwirkung der Bromessigsiure. Quantitativ 
andert der Zusatz von Methylglvoxal an dieser Mehrbildung offenbar 
nichts. 

Als Ergebnis dieser Versuchsreihe glauben wir feststellen zu kénnen, 
dap die Reaktion zwischen Methylqlyoxal und Aminosduren bzw. Eiweifi- 
kérpern, soweit sie sich aus der Ammoniakvermehrung erschlicBen lapt, 
quantitativ nicht ins Gewicht fallt und in keiner Weise das rasche Ver- 
schwinden des Methylqlyoxals erklart. 


1 Diese Zeitschr. 240. 409, 1931. 











200 H. K. Barrenscheen, K. Scheppach u. J. Claudatus: 


II. Das zeitliche Verhalten von Methylglyoxalschwund und Milchsiurebildung 
in Zusatzversuchen. 

Die negativen Ergebnisse unserer ersten Versuchsreihe veranlaBten 
uns, bevor wir der Frage nach den Umwandlungsprodukten des Methyl- 
glyoxals niher traten, zunichst den Schwund des Methylglyoxals ver- 
gleichend mit der Neubildung von Milchsdure in Zusatzversuchen zu 
verschiedenen Geweben zu verfolgen. Ist doch erst die Kenntnis dieser 
Verhaltnisse Voraussetzung fiir Erfolge auf praiparativem Gebiet. 
Da in unseren Versuchen ein Unterschied in der Geschwindigkeit des 
Methylglyoxalschwundes zwischen den mit Bromessigsiure versetzten 
Proben und den unversetzten nicht zutage trat, haben wir in der Folge 
fast ausschlieBlich ohne Zusatz des Hemmungskérpers gearbeitet. 


a) Versuche mit Blut. 


Zu den Versuchen wurde jeweils durch Venaepunktion gewonnenes, 
mittels Glasperlen defibriniertes menschliches Blut verwendet. Als Kontrolle 
diente eine im gleichen Verhaltnis wie der Versuchsansatz mit physiologischer 
NaCl-Lésung versetzte Probe. Die Methylglyoxalbestimmung erfolgte 
wie in der voranstehenden Reihe kolorimetrisch, die Milchséure wurde in 
Doppelbestimmungen nach Friedemann und Kendall’ bestimmt. In den 
eigentlichen Versuchsansaétzen wurde das eventuell noch vorhandene 
Methylglyoxal nach EnteiweiBung mit Wolframat-Schwefelsiure aus der 
sauren Lésung im Wasserdampfstrom abdestilliert und erst nach dieser 
Destillation die Kupfer-Kalk-Fallung durchgefiihrt. Eine AuBeracht- 
lassung dieser VorsichtsmaBregel riihrt unbedingt zu durch sekundire 
Umwandlung des Methylglyoxals bedingten hohen Milchséurewerten. 
Zur Berechnung der aus Methylglyoxal neugebildeten Milchséure wurden 
die in den Kontrollen gefundenen Werte von den Versuchswerten subtrahiert. 


Tabelle 11. 


In jedem Ansatz 20cem Blut und 5ccem Zusatz. 





Milchs&ure aus dem 





Methylglyoxal Milchsiture verschwundenen 
, —: mg/Ansatz mg-Ansatz Methylglyoxal 
Ver- Zeit berechnet 
suchs- Zusatz (Qn EEE Fas SA 
datum Min. Mehr- — fiir voll- 
zu- ge- ge- bildung sly sul stindige 
gesetzt funden funden gegen die p— < Um- 
1932 . Kontrolle S'7""8 — setzung 
22. VI. Kontrolle: 0 0 0 9,80 
5eem 0.9, ige 60 0 0 12,12 
NaCl-Lésunz | 120! 0 0 | 16,30 
Versuch: 
5 ecm Methyl- 0) 1066 31,5 | 47,5 | 37,7 46,92 93,84 
glyoxal 60 — 0 | 76,0 63,98 66,7 133,4 
in 0.9 %iger 120 - 0 91,7 75,4 66,7 133,4 


NaCl-Loésung 


1 J. of biol. Chem. 73, 335, 1927; 82, 23, 1929. 
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Simtliche Werte der folgenden Tabellen sind auf das jeweilige Ausgangs- 
volumen des Ansatzes berechnet. 

In einer Reihe von Versuchen wurde so das zeitliche Verhalten 
der Milchsiurebildung nach Zusatz von Methylglyoxal untersucht. 
Bei der vollkommenen Gleichférmigkeit der erhaltenen Resultate 
begniigen wir uns mit der Wiedergabe vorstehenden Versuchs. 

Wie man sieht, erfolgt der Schwund des Methyiglyoxals rapid. 
Unmittelbar nach Zusatz sind nur mehr 29,6°, der zugesetzten Methyl- 
glyoxalmenge nachweisbar. Die Milchsiure hat dabei gegeniiber der 
Kontrolle um rund 38mg zugenommen. Nach 1 Stunde betragt die 
Zunahme der Milchsiure rund 64 mg, in der felgenden Stunde erfolgt 
die Milchsiurezunahme gegeniiber der Anfangsgeschwindigkeit betracht- 
lich langsamer. Betrachtet man die nach ] Stunde erreichte Mehrbildung 
an Milchsiure, so zeigt sich, daB rund 50%, des zugesetzten Methylglyoxals 
in Milchsdure verwandelt sind. 

Prinzipiell die gleichen Ergebnisse wie im Vollblut werden mit 
den mehrmals mit Ringerlésung gewaschenen isolierten Erythrocyten 
erhalten (Tabelle LIT). 

Tabelle 111. In jedem Ansatz die 20 cem Vollblut entsprechenden, zweimal! 


mit Ringerlésung gewaschenen Erythrocyten, mit Ringerlésung auf 20 cem 
aufgefiillt. Zusatze je 5cem. 





Milehs&éure aus dem 


Methylglyoxal Milchsiiure verscn Wundenen 
y Zel mg Ansatz mg/Ansatz Metivylglyoxal 
er- “eit berechnet 
suchs- Zusiitze in | . 
at Min. ahr- r voll- 
iin : zu- ge- ge- sitieee ——— po Da 
gesetzt funden funden gegen die — = Um- 
1932 Kontrolle  S°7""8 ss setzung 
22. VI. Kontrolle: 0 0 0 5,64 
5cem Ringer- 60 0 0 4.45 
losung 120 0 0 4,79 
ce tiene | 0 1066 1540 27,2 | 21,56 57,00 | 114,00 
waar “ad 60 || — 0 75,0 7055 6665 133,30 
_ slyoxal | 120 ans 0 8945 84.66 66.65 133,30 
in Ringerlosung 


Auch hier sehen wir einen rapiden Schwund des Methylglyoxals, 
dem anfinglich eine explosionsartige Milchsiurebildung parallel geht. 
Auch hier sind nach I Stunde wenig iiber 50°, des zugesetzten Methyl- 
glyoxals in Milchsdure verwandelt. Die weitere Zunahme der Milchsiure 
in der folgenden Stunde halt sich annahernd in derselben GréBenordnung 
wie in dem Versuch mit Vollblut. 

Vergleichend wurde auch der EinfluB aerober bzw. anaerober 
Verhiltnisse bei Durchperlung mit Sauerstoff bzw. Stickstoff untersucht 
(s. Tabelle IV). 





' 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 





202 


H. KK. Barrenscheen, K. Scheppach u. 


Tabelle 1V. 


J. Claudatus: 


In jedem Ansatz 20 cem Blut und 5cem Zusatz. 





Ver- 


suchs- 


datum 


27. VI. 


Zusitze 


Kontrolle: 
5 cem 
0,9 °vige 
Na Cl-Losung 


Versuch: 
Seem Methyl- 
glyoxal in 
0.9 Liger 
NaCl-Losung 


Koutrolle : 
5 cemn 
0.9 ° ige 
NaC]-Losung 


Versuch: 
5eem Methyl- 
elyoxal in 
0,9 °-iger 
NaCl-Lésung 


Kontrolle: 
5 cem 
0,9 °ige 
Na Cl-Lésung 


Versuch: 
5cem Methyl- 
glyoxal in 
0.9 ° .iger 
Na Cl-Losung 


Zeit 
in 
Min 





Durchleitung von 


Sauerstoff 


Stickstoft 


Methylglyoxal 
mg/Ansatz 


Zu- ge- 


gesetzt funden 


0 0 
0 0 


106.6 7,57 


— 0 
0 0 
0 0 


106.6 6,17 
: 0 


0 0 
0 0 


106.6 6.3 
0 0 


Milchséure 
berechnet aus dem 
verschwundenen 
Methylglyoxal 


Milchsiure 
mg, Ansatz 


Mehr- fiir voll 
ge- bildung ted —. standige 
funden gegendie “> Um- 


Kontrolle S@tUne 


setzung 


7,18 
11,63 


46.2 39,02 61.95 123.9 

80.4 68.97 66,65 = 133.3 
9.07 

13,19 

70.8 G1.73 62.76 125,52 

80.5 6731 66.65 133.3 


8.21 
15.36 


64.7 5649 6268 125,36 
101.2 S884 6665 = 133.3 


Die Ergebnisse sind hier insofern von Interesse, als in dem einen 


Versuch mit Sauerstoffdurchperlung 


-siehe Versuch vom 27. Juni 


fast unmittelbar nach Zusatz bereits die Halfte des verschwundenen 
Methylglyoxals als Milchsaure aufscheint. Die nach 1 Stunde erhaltenen 
Werte zeigen in diesem Versuch, wie in dem vom 25. Juni, annaihernd 
genau 50%, des zugesetzten Methylglyoxals als Milchsdure. In den 
Versuchen mit Stickstoffdurchperlung ergibt sich fiir den Ausgangswert 
eine Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsiure entsprechend 
rund 43,8°, der zugesetzten Menge. 
Sauerstoffdurchperlung zeigt sich aber nach 1 Stunde unter anaeroben 


Im Gegensatz zum Versuch mit 
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Verhiltnissen eine weitere betrdchtliche Zunahme der Milchsdure, 
wie wir sie sonst erst nach zweistiindiger Versuchszeit zu sehen 
gewohnt waren. 

Wie lassen sich nun derartige Ergebnisse erklaren?  Betrachtet 
man zundichst das Verhaltnis der gebildeten Milchsiure zu dem ver- 
schwundenen Methylglvoxal, so zeigt sich, daf unmittelbar nach dem 
Zusatz des Methylglyoxals (s. Tabelle IV, Versuch vom 27. Juni) oder 
langstens nach 1 Stunde rund 50°, des zugesetzten Methylglyoxals 
als Milchsiure wiedergefunden wurden. Das weitere Ansteigen der 
Milchsiure vollzieht sich in einem wesentlich langsameren Tempo. 
Dieses explosionsartige Auftreten der Milchsdéure laBt sich mun schwer 
mit der Vorsteilung eines fermentativen Prozesses vereinigen. Vielmehr 
wird man bei Betrachtung unserer Ergebnisse auf die Feststellung 
von Smythe' hingelenkt, der nachweisen konnte, da} beim Zusammen- 
bringen von Methylglyoxal mit Blausiure unter der katalytischen 
Wirkung der Blausiure Methylglyoxal halftig in Brenztraubensiure 
und ein neutrales Kondensationsprodukt mit sechs Kohlenstoffatomen 
umgewandelt wird. Eine ahnliche, der Cannizzaroschen Umlagerung 
entsprechende Reaktion kénnte nun auch fiir die in unseren Versuchen 
vorhandenen Verhaltnisse gegeben sein. Wir haben unter dieser Voraus- 
setzung jeweils die einer halftigen und einer vollkommenen Umsetzung 
des Methylglyoxals in Milchséure entsprechenden Werte in unseren 
Tabellen den tatsachlich gefundenen Milchsiurewerten gegeniiber- 
gestellt. Sie zeigen in unseren Versuchen mit Blut fiir die erste Stunde 
des Versuchs eine recht giinstige Ubereinstimmung mit den tatsichlich 
gefundenen Werten. Wir kénnten so fiir die Verhaltnisse im Blute zu 
dem SchluB kommen, daB das Verschwinden des Methylglyoxals auf 
eine Cannizzarosche Umlagerung zuriickzufiihren ist. Die weitere 
Zunahme der Milchséure wiirde sich dann durch eine fermentative 
\ufspaltung eines hypothetischen Kondensationsproduktes erkliren. 
die nun mit entsprechend geringerer Geschwindigkeit verliuft. Fir 
eine derartige Annahme kénnten nun auch die Differenzen sprechen, 
die wir im Vergleich zwischen anaeroben und aeroben Verhaltnissen 
nachweisen konnten. Nimmt man die weitere Aufspaltung des Konden- 
sationsproduktes als einen der Glykolyse analogen Vorgang an, so 
wirde die starkere Milchsiurebildung in dem Versuch mit Stickstoff- 
durchperlung ohne weiteres durch die fiir die Glykolyse giinstigere 
Anaerobiose verstandlich sein. Orientierende Versuche, einen der 
bekannten Bestandteile des Blutes als Katalysator fiir diese Cannizzaro- 
sche Umlagerung verantwortlich zu machen, fiihrten vorliufig zu keinem 
positiven Ergebnis. Speziell die Himatinkomponente des Hamoglobins 


1 Ber. 65, 819, 1268, 1932. 








204 H. K. Barrenscheen, K. Scheppach u. J. Claudatus: 


zeigte in Modellversuchen keinerlei Einflu8 auf den Umsatz des Methyl. 
glyoxals. 

So bestechend diese Theorie nun wire und so einfach sie uns den 
Schwund des Methylglyoxals erklaren kénnte, so miissen wir sie doch 
auf Grund unserer weiteren Versuchsergebnisse als nicht stichhaltig 
betrachten. Untersucht man namilich in der gleichen Weise vergleichend 
Blut, dem Bromessigsiiure in der endlichen Konzentration von m/100 
zugesetzt wurde, so ergibt sich wohl in Ubereinstimmung mit unseren 
sonstigen Versuchen ein vollkommen gleichmaBiger Schwund des 
Methylglyoxals in der vergifteten wie in der unvergifteten Probe (siehe 
Tabelle V). 

Tabelle V. 


In jedem Ansatz 20cem Blut und 5cem Zusatz. 





Milchsiure 
Methylglyoxal Milchsiure berechnet aus dem 
ee, mg/Ansatz mg/Ansatz verschwundenen 
Po Zeit Methylglyoxal 
* Zusitze in — |} —__—— 
at . 
cm Min. Mehr- fiir hilf- fiir voll- 
zu- ge- ge- bildung tige Un _ Staindige 
gesetzt funden funden gegen die por < Um- 
1932 Kontrolle seein setzung 
‘ Kontrolle: | 0 0 0 6.86 
5eem 0.9 %ige . . 
sie me fo} Oo 0 8,43 
NaCl-Lésung 
18. V. Versuch a: | 
Seem Methyl- : a Poon oe — 
cem Methyl- | 9 93,5 2,97 8987 32,51 | 5657 113,14 
— 0 67,7 59,27 58.43 116,86 


glyoxal in . 
09°, iger NaCl- | 60 
Lésung 


Versuch b: 
5cem Methyl- | 
glyoxal in iso- 0 || 935 38,0 | 40,97 34,11 56,57 113,14 
osmotischer 60// — '0 48,32 3989 5843 116,86 
m/20 Bromessig- 
saure 


Die Milchséurebildung in der Kontrollprobe nach 1 Stunde zeigt 
den von uns bereits in den friiheren Versuchen beschriebenen 50 igen 
Umsatz des Methylglyoxals. Wahrend aber in der Anfangsumsetzung 
zwischen beiden Proben keine Differenz nachweisbar ist -. die mit 
Bromessigsaure vergiftete Probe zeigt eher eine geringfiigige Mehrbildung 
von Milchsaiure — bleibt im weiteren Verlauf die vergiftete Probe wesentlich 
hinter der Kontrolle zuriick und erreicht nach 1 Stunde nur 67%, des 
Milchsiurewertes im Normalansatz. Wenn man nicht annehmen will, 
daB hier der hypothetische Katalysator durch die Bromessigsiure 
allmahlich vergiftet wird, so laBt ein derartiger Versuch kaum eine 
andere Deutung zu, als daB die fermentative Umwandlung, das ist die 
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Glyoxalase, durch Bromessigsiure gehemmt wird. Damit ergibt sich 
natirlich von neuem die Frage, was mit dem zugesetzten Methylglyoxal 
geschieht, denn die ‘Tatsache des yleichférmigen Schwundes in der 
einen wie in der anderen Probe bleibt bestehen. 


b) Versuche mit Muskelbrei und Muskelextrakt. 


Die am Blute erhobenen Befunde veranlaBten uns nun auch, 
die Verhaltnisse im Muskelbrei und Muskelextrakt zu priifen. 

Als Material diente Meerschweinchen- und Kaninchenmuskulatur, 
die unmittelbar nach dem durch Entbluten erfolgten Tod zu einem feinen 
Brei vermahlen wurde, der direkt oder nach Herstellung eines Extraktes 
nach Meyerhof verarbeitet wurde. 

Sehen wir uns zunachst die Versuche am Muskelbrei an, so ergeben 
sich hier Verhaltnisse, die in wesentlichen Punkten von unseren Versuchen 
am Vollblut abweichen (s. Tabelle V1). 


Tabelle V1. 


on 
> 


In jedem Ansatz 10g Muskelbrei. 10cem m/3 Phosphatpuffer, px 
50 cem Fliissigkeit. 





Milchsdure berechnet aus 


Methylglyoxal Milchsiure dem verschwundenen 
Waianade Zeit mg/Ansatz mg/Ansatz Methylglyoxal 
arsuchs- ~ ; ’ 
datum Zusatz Min Mehr- ; , 
5 zu- ge- ge- bildung fils fiir 
gesetzt funden funden gegendie __hilftige volistandige 
1932 Kontrolle Umsetzung Umsetzung 
19. VII. Kontrolle: 0 0 0 €0,93 
a €0 0 0 6194 
120 0 0 64.64 
parsueh: 0 101,1, 76,1 8841 2248 15,62 31,24 
Met rg 60 0 1213 5936 632 126.4 
ae 120 0 1311 6646 63,2 126,4 
glyoxal 


Auch hier sehen wir einen rapiden Schwund des Methylglyoxals' 
Fir die Anfangszeit unterscheidet sich aber das Ergebnis insofern von 
den Blutversuchen, als hier die Menge gebildeter Milchsiure betrachtlich 
iiber der einer 50 °,igen Umwandlung des Methylglyoxals entsprechenden 
liegt. Nach | Stunde ist freilich eine halftige Umwandiung des Methyl- 
glyoxals annahernd erreicht, und nach 2 Stunden Inkubation betrigt 
die Zubildung an Milchséiure nur wenig mehr. 

Zu quantitativ wesentlich anderen Ergebnissen fiibrt die Unter- 
suchung von Muskelextrakten nach Meyerhof. 


1 Die gleiche Beobachtung wird auch in einer vor kurzem erschienenen 
Arbeit von v. Case (Biochem. J. 26, 759, 1932) mitgeteilt. 
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Tabelle VII. 


In jedem Ansatz 10 cem Muskelextrakt nach Meyerhof, 5 cem m/3 Phosphat 
puffer, pu 7,4, 25cem 0,9° ig. KCl-Lésung. 





Milchs&ure 
Methylglyoxal Milchsaure berechnet aus den 
Ver- mg/Ansatz mg Ansatz verschwundenet 
suchs- Zeit Methylglyoxal 
d Zusatz in . senaltnete 
ataum Min. Mehr- fiir half- fiir voll 
zu- ge- ge- bildung — tigg Um- stindige 
gesetzt funden funden gegen die pa dnc Um- 
1932 Kontrolle etzung setzung 
Kontrolle: 0 0 0 27,1 
6 60 0 0 27,76 
«Vil. 67 . ct py | 0 674 85,3 81,64 454 20,06 40,12 
a tO 0 87,238 947 4212 84.24 
glyoxal 
Kontrolle: 0 0 0 *) 
é 120 0 0 20.0 
MVE 0d cretrcuns.|\..0 || 67.4 | 41,8 || 41,01 16,0 32,0 
aoa (eer 0 5545 3545 4212 84,24 
glyoxal 


*) Bestimmung verungliickt. 


Hier sehen wir in einem Versuch (vom 4. Juli) wohl ein vollstandiges 
Verschwinden des Methylglyoxals, dem jedoch nur eine minimale Bildung 
von Milchsdure gegeniibersteht. In dem zweiten Versuch erreicht die 
Milchsdurebildung nach 2 Stunden zwar etwas héhere Werte, bleibt 
jedoch wesentlich hinter einer 50% igen Umwandlung zuriick. Beiden 
Versuchen gemeinsam ist der relativ langsame Schwund des Methyl- 
glyoxals, von dem unmittelbar nach dem Zusatz iiber die Halfte wieder- 
gefunden wurde, gegeniiber wenigen Prozenten bei den Versuchen am 
Blute. Das gleiche Verhalten zeigt auch der Versuch mit Muskelbrei. 
Wahrend man hier fiir das Zuriickbleiben hinter dem Blut die Inhomo- 
genitat des Enzymmaterials verantwortlich machen kénnte, laBt sich 
diese Erklarung fiir den Muskelextrakt nicht heranziehen. Versuche 
an Leberbrei, die wir in geringerer Anzahl durchgefiihrt und auf die 
in einer weiteren Veréffentlichung zuriickgegriffen werden soll, fiihrten 
zu denselben Ergebnissen wie die Versuche mit Muskelbrei und Muskel- 
extrakt. Auch hier sahen wir, daB im Gegensatz zum Blut der Schwund 
des Methylglyoxals nicht mit der explosionsartigen Geschwindigkett 
erfolgt. Auch hier ergaben die Milchsiurebestimmungen fiir die Anfangs- 
werte betrichtlich mehr Milchsaure, als einer halftigen Umsetzung im 
Sinne einer Cannizzaroschen Dismutation entsprechen wiirde. 


Wie diese Unterschiede zwischen den einzelnen Geweben zu er- 
klaren sind, dariiber lassen sich nur Vermutungen anstellen. So be- 





Um: 


stec 
daB 
Rea 
Kon 
som 
mit 

hydi 
ganz 
stad 
fiir ¢ 
des 

lieru 
die } 
die | 
Kiny 
der 

unl6: 
traul 
wir ¢ 
daB 

ein 7 
mehr 
Aufti 
bishe 
Zwis 
oder 
k6nn 
daB | 
unge’ 
Erga’ 
Schw 


daB 
Blut 
setzte 
einige 
weisb 


» 


Amm 








™ 


ng 
lie 
bt 
en 
yl. 
PP 
im 


1O- 
ch 
he 
lie 
en 
el- 
nd 
eat 
ys- 
im 


er- 
pe- 





Umsetzung zugesetzten Methylglyoxals durch Blut und Muskulatur. 207 


stechend die durch unsere Blutversuche nahegelegte Annahme wire, 
daB die Umwandlung des Methylglyoxals primar einer Cannizzaro- 
Reaktion entspricht, wobei dann in zweiter Phase ein hypothetisches 
Kondensationsprodukt fermentativ in Milchséure umgewandelt wird, 
so mussen wir doch nach unseren Ergebnissen einer derartigen Hypothese 
mit auBerster Skepsis begegnen. Bei der Gleichartigkeit des Kohlen- 
hydratabbaues nicht nur fiir die einzelnen Organe, sondern fiir die 
ganze Tierwelt, wire es eine gezwungene Vorstellung, nun fiir die End- 
stadien des Abbaues verschiedene Katalysatoren und Fermentsysteme 
fiir die einzelnen Organe anzunehmen. Der Schliissel zu dem Verstandnis 
des raschen Schwundes des Methylglyoxals liegt zweifellos in der Iso- 
lierung eines mutmaBlichen Umwandlungsproduktes. Wie kompliziert 
die Verhaltnisse hier schon in einfachen Modellversuchen liegen, haben 
die letzten Arbeiten von Neuberg und Kobel! gezeigt, denen bei der 
Einwirkung von Sodalésung auf Methylglyoxal neben dem Nachweis 
der Brenztraubensdure noch ein bis jetzt nicht identifiziertes, soda- 
unlésliches Dinitrophenylhydrazon und ein sodaléslicher, die Brenz- 
traubensiure begleitender Kérper in die Hande fiel. Eines glauben 
wir aber mit Sicherheit aus allen unseren Versuchen sagen zu kénnen, 
daB im ProzeB der Umwandlung des Methylglyoxals in Milchséure 
ein Zwischenprodukt auftritt, das je nach den gegebenen Verhaltnissen 
mehr oder minder rasch in Milchsiure umgewandelt wird. Fiir das 
Auftreten von Brenztraubensdure haben wir in unseren Versuchen 
bisher keinen sicheren Anhaltspunkt gewonnen. Welcher Art dieses 
Zwischenprodukt ist, ob es sich hier um einen einheitlichen Koérper 
oder um eine Kette von Umwandlungsprodukten handelt, dariiber 
kénnen wir keinen AufschluB geben. Sicher scheint uns nur eines, 
daB nach unseren bisherigen Ergebnissen die heute giiltigen Anschau- 
ungen tiber die Glyoxalase einer den Tatsachen Rechnung tragenden 
Erganzung bediirfen, die in erster Linie den fast augenblicklichen 
Schwund des Ketonaldehyds zu beriicksichtigen hat. 


Ill. Zusammenfassung. 


1. In Bestatigung friiherer Versuche konnte gezeigt werden, 
daB zugesetztes Methylglyoxal aus mit Bromessigsiure versetztem 
Blut mit gleicher Geschwindigkeit verschwindet wie aus nicht ver- 
setztem Blut. Auch sehr erhebliche Mengen Methylglyoxal sind bereits 
einige Minuten nach Zusatz bis auf wenige Prozent nicht mehr nach- 
weisbar. 

2. Die nach Zusatz von Methylglyoxal zu Blut beobachtete 
Ammoniakbildung ist nur unwesentlich gréBer als die ohne Zusatz 


1 Diese Zeitschr. 252, 215, 1932. 
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beobachtete Zubildung. Eine aus der Ammoniakmehrbildung zu er- 
schlieBende Reaktion zwischen Methylglyoxal und Aminosiuren 
bzw. KiweiBkérpern kommt als Erklirung fiir den raschen Schwund 
des Methylglyoxals nicht in Frage. 

3. Die Verfolgung der Milchséurebildung und des Schwundes 
des Methylglyoxals im Blut und in Erythrocyten ergibt, daB bereits 
unmittelbar nach Zusatz des Methylglyoxals betrichtliche Mengen 
von Milchsiure gebildet sind, die vereinzelt rund 50% des verschwun- 
denen Methylglvoxals betragen kénnen. Nach 1 Stunde sind rund 50%, 
des verschwundenen Methylglyoxals in Milchstiure wmgewandelt. Bei 
weiterer Inkubation erfolgt die Zunahme an Milchsiure wesentlich 
langsamer als in der ersten Stunde. 

4. Bromessigsiurezusatz hat auf das Verschwinden des Methyl- 
glyoxals keinerlei Einflu8, hemmt jedoch die Milchsiurebildung deutlich. 

5. Zu Muskelbrei und Muskelextrakt zugesetztes Methylglyoxal 
verschwindet gegeniiber den Ansiitzen mit Blut betrachtlich langsamer, 
doch ist auch hier nach 1 Stunde kein Methylglyoxal mehr nachweisbar. 
Die beobacktete Milchsiurebildung iibertrifft in den Versuchen mit 
Muskelbrei fiir die Anfangszeit betrachtlich den fiir die Halfte des ver- 
schwundenen Methylglyoxals berechneten Wert. Nach 1 Stunde sind 
in diesen Versuchen jedoch gleichfalls rund 50°, des zugesetzten Methyl- 
glyoxals in Milchsdure umgewandelt. 

6. Die Milchsiurebildung im Muskelextrakt bleibt trotz gleichen 
Schwundes des Methylglyoxals wesentlich hinter der des Muskelbreies 
zurick. Analoge Verhiltnisse gelten fiir den Leberbrei. 
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Uber die Wirkung der Harnsiure auf den Gewebsstoffwechsel. 


Von 
L. Kiirti und C. Sellei. 


(Aus der ILI. Medizinischen Klinik der Kgl. Ung. Pazmany Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1932.) 


Die Vermehrung der endogenen Harnsaure im Organismus wird im 
allgemeinen durch zwei Faktoren verursacht: einerseits durch erhéhten 
Gewebs- bzw. Zellzerfall, d.h. durch vermehrte Harnsaiurebildung, 
andererseits durch eine Verminderung der normalen Nierenfunktion. 
Die Vermehrung des Harnsiéuregehalts im Organismus kann somit 
bei simtlichen Krankheitsbildern vorkommen, bei denen die vor- 
erwaihnten krankhaften Erscheinungen auftreten. Die vermehrte 
Harnsiurebildung ist mit der Harnsiéureretention des Organismus 
nicht immer gleichbedeutend. Die letztere tritt nur bei einer Ver- 
minderung der normalen Nierenfunktion ein, da die als Hauptregu- 
lierungsorgane des endogenen Harnsaurestoffwechsels dienenden Nieren 
in gesundem Zustand eine die Norm wesentlich iibersteigende Harn- 
siuremenge auszuscheiden imstande sind. 


Die Harnsaureretention des Organismus erfolgt entweder im Blute 
oder in den Geweben; auf Grund der bisherigen Untersuchungen ist es 
wahrscheinlich, daB die Harnséiure sowohl im Blute als auch in den Geweben 
als Mono-natriumurat, und zwar in ionendispergierten Form, anwesend ist. 
Schade (1) ist auf Grund seiner physikalisch-chemischen Untersuchungen 
der Meinung, da®B zwischen der gesaéttigten Lésung der kolloidalen und der 
kristallinischen Harnséure ein wesentlicher Unterschied besteht. Die 
kolloidale Harnsadure fallt in den Geweben in Form von Kristallen nicht 
aus, demgegeniiber wird sie von den Nieren nicht ausgeschieden. Bei einer 
Vermehrung des kolloidalen Harnséuregehaltes des Blutes kann demnach 
auch bei normaler Nierenfunktion Hyperurikimie auftreten. Bei normaler 
Harnsdurekonzentration des menschlichen Blutes (1,0 bis 4,5 mg-",,) ist 
in den Geweben unter normelen Umstéanden keine Harnsaéureretention 
vorhanden. Unter pathologischen Umstanden nach den bisherigen 
Erfahrungen z. B. bei Gicht kommt jedoch eine so hochgradige krankhafte 
Affinitaét der Gewebe zur Harnsaure [Uratohistechie (2)] zustande, daB die 
Gewebe auch aus dem nichthyperurikaimischen Blute so viel Harnsdure 
aufnehmen und zuriickhalten, daB in den Gewebssaften eine tibersattigte 
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Harnséurelésung entsteht, aus der sodann die Harnsaéure in Form vor 
Kristallen ausfillt. Die Gichtanfalle und das Krankheitsbild der Gicht 
selbst weisen darauf hin, daB die ausgefallte Harnsiure im Organismus als 
Gewebsgift wirkt. 

Der gréBte Teil der in den menschlichen Organismus parenteral ein 
gefiihrten Harnséure wird von der Leber zurtickgehalten, doch findet sich 
auch in den Nieren eine bedeutende Menge [Schittenhelm und Harpuder (3) |. 
Auch Shimoda (4) fand im Laufe seiner Kaninchenversuche sowoh! 
nach peroraler als auch nach intravenéser Darreichung in diesen zwei 
Organen die gr6Bte Harnséuremenge. 

Wir haben Untersuchungen dariiber angestellt, ob und in welchem 
Mabe die Harnsiure auf den Gewebsstoffwechsel der Leber und der 
Niere -—- dieser beiden vom Gesichtspunkt der Harnsiureretention 
und -ausscheidung wichtigsten Organe —. einwirkt. Auf den Umstand. 
daB der Harnséure in der Pathogenese einzelner Nierenerkrankungen 
eine bedeutende Rolle zufallt, wiesen zuerst Aufrechts (5) Versuche hin, 
in deren Verlauf es gelang, in der Meerschweinchenniere — durch 
subecutane Verabfolgung geringer Harnsiuremengen der arterio- 
sklerotischen Schrumpfniere entsprechende pathologisch-anatomische 
bzw. histologische Verinderungen zu erzeugen. Dunn und Polson (6) 
konnten nach intravenéser Harnsauredarreichung in den Harnkanalchen 
der Kaninchenniere Nekrosen beobachten. 

Wir stellten zwei Versuchsreihen an. In Gruppe / injizierten wir 
Mausen in der Warburgschen Versuchsanordnung nach eintaigigem 
Hungern Icem 1%ige alkalische Harnsiurelésung intramuskular: 
nach 1 Stunde folgte die Dekapitation und unmittelbar nach der Ver- 
blutung wurden die vorschriftsmaBigen Schnitte der mit Harnsiure 
vergifteten Leber und Niere angefertigt. 

Die zweite Versuchsreihe stellten wir in zwei Kombinationen an. 
Zuerst setzten wir zu je 100 cem der Lockeschen Lésung 2 bzw. 10 mg 
Harnsiure und verfolgten in dieser Lésung Atmung und Glykolyse 
der Leber- und Nierenschnitte in dem Warburgschen Apparat. Die 
Tiere hungerten — gerade so wie in der ersten Versuchsreihe —- auch vor 
Ausfiihrung dieser Versuche einen Tag lang. 


Erste Versuchsreihe. 


Die Untersuchungen wurden an 24 mit Harnséurelésung behandelten 
Mausen angestellt. Die folgende Zusammenstellung zeigt die sehr 
interessanten Daten (Mittelwerte) in bezug auf die Leber. 





Organ Versuchstier Kontrolitier 
4 — 10,20 
a. 
Leber - - Qcd, 4 + 6,70 


No 
Vcd, 0 + 3,20 
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von Unter Harnsdureeinwirkung hért namlich der aerobe und anaerobe 
ae Stoffwechsel der Leberzellen vollstandig auf, welcher Umstand darauf 
; als 


hinweist, daB die Harnsiure ein gewaltiges Stoffwechselgift des Leber- 
gewebes darstellt. Einen solchen Vergiftungszustand des Gewebs- 








ein ae , ; 
sich stoffwechsels konnten wir in der Warburgschen Versuchsanordnung 
(3) nur sehr selten beobachten; selbst das Cyankali, eines der starksten 
voh| Fermentgifte, lahmt nur die Atmung. 
LWe | . r . . +r: : | 
Die untenstehende Zusammenstellung betrifft die Nierenschnitte 
~ ms . ° ° | 
| der harnsiurebehandelten Tiere und zeigt die Mittelwerte der Messungen. 
en) | 
| 
der 
tion Organ Versuchstier Kontrolltier 
and, . ' 
VY 5.20 — 10,16 
wel vy { he 9 
‘ Niere . Very + 8,05 6 | 
hin, | _* | 
asa Qcd, 23,97 + 6,10 
‘rio- | 
sche Bei diesem Organ héren die Stoffwechselvorginge - im Gegensatz 
(6) zur Leber —. unter Harnsaureeinwirkung nicht auf, sondern sie bestehen | 
° . .Y ° . “ 2 . ve | 
‘hen mit geringen Anderungen weiter; die Harnsiure iibt auf die Niere 
zweifellos eine ganz minimale Giftwirkung aus. Fiir die Stoffwechsel- 
wir stérung der Niere scheint es im allgemeinen bezeichnend zu sein, daB 
gem die Atmung nur ein wenig herabgesetzt wird, wihrend aerobe und 
Jar: anaerobe Glykolyse der unter normalen Umstianden keine oder | 


Ver- bloB eine minimale Glykolyse aufweisenden Niere erhéht werden. 
Diese Vermehrung der Glykolyse ist auf eine toxische Lision der Atmung 


- 

der Nierensubstanz zuriickzufiihren, worauf bereits Karczag, Sellei 

an. und Jday (7) an Hand ihrer mit anderen Substanzen angestellten 

) mg Untersuchungen hingewiesen haben. 

lyse Demnach stellt also die Harnsiure beziiglich des Nierenstoffwechsels 

Die keine indifferente Substanz dar; sie 1a6t sich in die Kategorie der mild | 

| vor wirkenden Nierengifte cinreihen. Die an den mit Harnsaure vergifteten | 
Nieren ausgefiihrten Stoffwechselbestimmungen liefern somit eine 
biologische Versuchsbasis zu den Untersuchungen von Aufrecht, Dunn 
und Polson, in deren Verlauf im Tubulussystem der Nieren unter Harn- 

alten siureeinwirkung pathologisch-anatomische Veranderungen zu beob- | 

sehr achten waren. 


Zweite Versuchsreihe. 


Die Versuche wurden an 64 Tieren angestellt. Unsere den Leber- 
stoffwechsel betreffende Zusammenstellung weist vor allem darauf hin, 
daB -— besonders bei hoher Harnsaurekonzentration -- Atmung und 
aerobe Glykolyse vermindert sind und daB infolgedessen auch in diesen 


Fallen toxische Stoffwechselst6rungen des Leberparenchyms vorliegen. 
14 
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Diese Stoffwechselst6érungen stehen jedoch hinter den nach intra- 
muskularer Harnsdiureverabreichung gewonnenen Resultaten der ersten 
Versuchsreihe bei weitem zuriick. Die mit 2 mg-%, Harnsaurelésung 
angestellten Versuche zeigten im allgemeinen beziiglich der Atmung 
und der Glykolyse der Leberschnitte keine betraichtliche Veranderung. 
Dasselbe gilt auch von den Versuchen an Nierenschnitten, deren Daten 
aus folgender Zusammenstellung ersichtlich sind. 





om Rae 0 Yo, oD 3 Yo Qe 0, 
10 mg-"') — 4,72 + 1,76 2,77 

Leber - | S — 7,04 + 10,58 + 12,55 
normal — 10,20 + 6,70 + 3,20 

10 mg-°/, — 10,30 0 + 15,87 

Niere J  - 10,26 + 15,13 + 10,28 
| normal — 10,16 a] + 619 


In der Atmung der Nierensubstanz ist — im Gegensatz zur Atmung 
des Leberparenchyms -— keinerlei Verinderung nachweisbar. Die 
Werte der Glykolyse lassen auf keine einheitliche Wirkung schlieBen. 


Zusammenfassung. 


Wir haben in der Warburgschen Versuchsanordnung (8) nach- 
gewiesen, daB Atmung und Glykolyse des Lebergewebes harnsiure- 
behandelter Tiere aufhéren; demnach stellt die Harnsiure ein ge- 
waltiges Gift der Leberzellen dar. In bezug auf die Nieren- 
substanz haben die Versuche ergeben, daB die Harnsaure hinsichtlich 
der Gewebsatmung nicht indifferent ist, sondern diese herabsetzt. 
weshalb die Harnsiure unter die mild wirkenden Nierengifte ein- 
zureihen ist. 

Die Versuche, in deren Verlauf wir Atmung und Glykolyse des 
Leber- und Nierengewebes gesunder Tiere untersuchten, wiesen in 
Anwesenheit der zu den Lockeschen Lésungen zugesetzten Harnsaure 
darauf hin, daB die Harnsiure bei dieser Anwendungsweise auf den 
Leber- und Nierenstoffwechsel in viel geringerem Mae einwirkt als 
nach intramuskulirer Darreichung. Diese Versuche ergaben auch. 
daB der Stoffwechsel der Leber — im Gegensatz zu dem der Niere 
— ausgesprochene Verinderungen zeigt; auch die an den intra- 
muskulir vergifteten Tieren angestellten Versuche zeugen davon, 
daB die Niere gegen die Harnsiureintoxikation viel resistenter ist 
als die Leber. 
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Unsere Versuche  stiitzen durch  stoffwechselbiologische Daten 
die Untersuchungen von Aufrecht, Dunn und Polson, in denen nach 
Harnsdureintoxikation pathologisch-anatomische Veranderungen des 
Nierenepithels nachgewiesen werden konnten. 


Literatur. 
1) Schade, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 1, 1922. 2) Gutzent, ebenda 
99, 20, 1924. 3) Schittenhelm u. Harpuder, Zeitschr. f. exper. Med. 27, 
34, 1922. — 4) Shimoda, J. of. Biochem. 9, 117, 1928. — 5) Aufrecht, Deutsch. 
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Bact. 29, 337, 1926. 7) Karczag, Sellei u. Jany, Zeitschr. f. klin. Med. 114, 
600, 1930. 8) Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Julius 
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Die Bestimmung kleinster Jodmengen in organischen Materialien 
fiir physiologische und kKlinische Zwecke. 


Von 
G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdorf.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchung einer organischen Substanz auf ihren Jodgehalt 
wurde bisher gew6hnlich in der Weise ausgefiihrt, daB man die Substanz 
in offenen Schalen in Gegenwart von Alkalien mit und ohne Oxydations- 
mittel bei schwacher Rotglut vorsichtig verbrannte. Die Gegenwart 
der Alkalien hatte neben der einleitenden, hydrolytischen Auf- 
spaltung des Materials den Zweck, das bei der Verbrennung freiwerdende 
Jod als Alkalijodid zu binden und es einer Extraktion zugiinglich zu 
machen, 

Ein solches Verfahren birgt aus verschiedenen Griinden erhebliche 
Fehlerquellen in sich. Zunachst sind bei einer derart geleiteten Ver- 
brennung Jodverluste unvermeidlich, weil die Zersetzung und Ver- 
fliichtigung des Jodkaliums schon bei 650° beginnt. Das ist schwache 
Rotglut. Die Temperatur muB8 andererseits aber angewendet werden, 
wenn die Verbrennung der organischen Substanz einigermaBen gewahr- 
leistet werden soll. Bei Verwendung von Sauerstofftragern zur Unter- 
stiitzung der Verbrennung, wie sie bisweilen empfohlen werden, ent- 
stehen zudem lokale weiBgliihende Herde, die eine mégliche Jod- 
verfliichtigung noch vergr6Bern. Ferner ist zu_ beriicksichtigen, dab 
natiirliche, organische Jodverbindungen, wie EiweiBjod, Thyroxin u. a., 
sehr schwer zu zerstérende Substanzen sind. Benutzt man bei der 
Verbrennung schwache Rotgluttemperaturen, so besteht die Méglichkeit 
daB ein Teil der JodeiweiBverbindungen unzerstért bleibt und der 
Erfassung entgeht. Begegnet man diesem méglichen Verlust durch 
Zuhilfenahme von Oxydationsmitteln, so lauft man wiederum Gefahr, 
durch értliche Temperatursteigerungen Jodanteile zu verlieren. 
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GewiB kénnen bei der Verbrennung der Substanz die angefiihrten 
Fehlerquellen, die zwischen 10 und 90°, des vorhandenen Jods aus- 
machen kénnen, durch die Hand eines erfahrenen Analytikers auf ein 
bestimmtes Mindestma8 beschrinkt und auf eine Konstanz gebracht 
werden. Das beweisen die bei Serienuntersuchungen erhaltenen, unter- 
einander wbereinstimmenden Werte. Wie groB jedoch im Einzelfalle 
der gemachte Fehler ist, bleibt dabei unbekannt. DaB er verschieden 
groB ist und individuell beeinfluBt wird, zeigen die vielfach wider- 
sprechenden Ergebnisse, die von verschiedenen Forschern auf gleichen 
Arbeitsgebieten gefunden werden. 

Dem Interesse, welches das Jodproblem in den letzten Jahren 
fiir physiologische und klinische Zwecke erlangt hat, ist aber eine 
unsichere und unkontrollierbare Bestimmungsmethode recht wenig 
dienlich, denn sie gestattet es in den seltensten Fallen, die in der Literatur 
erscheinenden Ergebnisse auf eine bestimmt vergleichbare Basis zu 
bringen. Schon seit einiger Zeit haben wir uns aus diesen Griinden mit 
der Ausarbeitung einer anderen Methode zur Bestimmung kleinster 
Jodmengen in organischen Produkten beschaftigt und versucht, die 
Verbrennung der Substanz in einem geschlossenen GefaB vorzunehmen. 
Gegeniiber der erwihnten alkalischen Verbrennungsmethode _ sollte 
die oxydative Zerstérung der Substanz in einem heiBen sauren Medium 
in Anwendung kommen, weil dann die Méglichkeit besteht, das frei- 
werdende Jod in fliichtige Verbindungen tiberzufiihren und auszutreiben. 
Die Art der Verbrennung erscheint an sich einfach, wir sind dabei 
jedoch auf mancherlei NSchwierigkeiten gestoBen, deren Beseitigung 
von Fall zu Fall mitgeteilt wurde. Die stufenweise Verbesserung der 
Methodik ergab es auch, da Einzelheiten, wie sie frither (1 bis 7) 
beschrieben, im Laufe der Jahre iiberholt, verbessert und modifiziert 
wurden. Ofters bei mir eingehende Riickfragen haben mich veranlaBbt, 
die Ausfiihrung der Methode, wie wir sie heute mit vollem Erfolg an- 
wenden, nochmals in ihrer Gesamtheit und in kurzer Schilderung 
zusammenzufassen. 


1. Prinzip und Chemismus der Verbrennung. 


In einem Rundkolben besonderer Konstruktion wird die zu unter- 
suchende organische oder organische Produkte enthaltende Substanz durch 
mehrmalige Zugabe kleinerer Mengen konzentrierter Schwefelsdure all- 
mahlich und unter Umschwenken weitestgehend, bis zur beginnenden Ab- 
scheidung von elementarem Kohlenstoff, zerstért. Die vollstandige Ver- 
brennung der organischen Zerfallsprodukte geschieht durch nachfolgendes 
Erhitzen unter Zugabe eines Oxydationsmittels, das ist 30° ,iges Wasserstoff- 
superoxyd purum medicinale. Im Verlauf der Verbrennung wird alles in 
der Substanz enthaltende Jod, sei es adsorptiv oder molekular gebunden 
oder auch in ungebundener Form vorhanden, als elementares Jod und als 
Jodwasserstoff in Freiheit gesetzt. Die Fliichtigkeit der genannten Jod- 











216 CG. Pfeiffer: 


formen ermdglicht es durch einen DestillationsprozeB, mit Hilfe von Luft- 
strom und Wasserdampf, das Jod aus der AufschluBschwefelséure auszu- 
treiben und in alkalischen Vorlagen aufzufangen. Zum quantitativen 
Abtransport des Jods darf die Verbrennungs- bzw. Destillationsdauer eine 
bestimmte Zeitdauer (15 Minuten) nicht unterschreiten. Ferner muB eine 
hinreichende Menge organischer Substanz zugegen sein, da bei der zu 
schnellen Oxydation von geringen Substanzmengen die Mdéglichkeit der 
sildung von nichtfliichtigen Jodsauerstoffverbindungen besteht. In 
letzterem Falle hat eine Anreicherung des Verbrennungsmaterials durch 
jodfreie Kohlenstofftrager, durch EiweifB in Form von entfettetem und 
gewaschenem Fleischmehl, zu geschehen, wodurch eine Reduzierung in 
doppelter Weise gegeben ist. 


Die Verwendung von Wasserdampf bei der Destillation gibt der Methode 
den Vorteil, frische, wasserhaltige Materialien oder auch Fliissigkeiten, ohne 
die sonst ubliche langwierige Vorbereitung, unmittelbar der Verbrennung 
zuzufiihren, jedoch darf der Wassergehalt der Substanzen bei Beginn der 
Verbrennung maximal 20°,, der verwendeten Schwefelsiuremenge nicht 
iibersteigen. Der Zerfall und die allmaéhliche Zerst6rung wasserhaltiger 
organischer Produkte zur Einleitung der Verbrennung bereitet keine 
Schwierigkeiten. Um eine Bildung von Kohlenbrocken bei leicht angreif- 
baren Trockensubstanzen zu vermeiden, werden dieselben vor dem Zusatz 
der Schwefelsiure mit dem zulassigen Volumen Wasser aufgeschlimmt. 
Bei schwer angreifbaren Trockensubstanzen, wie stark cellulosehaltige Futter- 
mittel, unterbleibt besser der vorherige Wasserzusatz, und es werden solche 
Materialien, nach dem Durchfeuchten mit Schwefelséure, vor der eigent- 
lichen Verbrennung einige Zeit dem selbsttatigen Zerfall iiberlassen. Bei 
Beachtung angefiihrter MaBnahmen vor der Verbrennung kénnen Produkte 
jeglicher Herkunft mit der Methode aufgearbeitet werden. Die gleich- 
zeitige Verwendung einer geschlossenen Apparatur bei der sauren Ver- 
brennung schlieBt ferner alle Jodverluste aus, wie sie bei den offenen 
alkalischen Methoden nicht verhindert werden kénnen. 


2. Vorbereitung des Analysenmaterials. 


Da ein bestimmter Wassergehalt in Substanzen der Verbrennung 
nicht hinderlich ist, er vielmehr den Jodabtransport bei der Destillation 
fordert, so bediirfen sehr viele Materialien keiner besonderen Vorbereitung. 
Lediglich in einigen Fallen ist der Wassergehalt zu verringern, in wenigen 
Fallen ist er durch Trocknung zu beseitigen. Dabei sei noch darauf hin- 
gewiesen, das nach den gemachten Erfahrungen die Empfindlichkeit der 
Verbrennungsmethodik heute die Verwendung bedeutend geringerer Ein- 
wagen zulaBt, als es friiher angegeben worden ist. 


Kohlenstoffarme Fliissigkeiten organischer Herkunft, z.B. Harn, 
Galle u. a., werden entweder auf ein geringeres Volumen konzentriert oder 
in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad nach Beigabe von Calcium- 
sulfat bis zur kriimeligen, transportablen Beschaffenheit eingetrocknet. 
Das Konzentrieren der Fliissigkeiten kann auch direkt im offenen Ver- 
brennungsgefaB durch vorsichtiges Einkochen vorgenommen_ werden. 
Allgemein ist zu beachten, daB bei jedem Eindampfen und Trocknen jod- 
haltiger Fliissigkeiten und Produkte stets eine schwach alkalische Reaktion 
vorherrschen muB, die, soweit sie nicht schon natiirlich vorhanden ist. 
durch Zugabe einiger Tropfen gesattigter Pottaschelésung zu Fliissigkeiten, 
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lurch oberflachliches Bestauben bei wasserhaltigen festen Stoffen zu ge- 
schehen hat. Das Konzentrieren oder Trocknen eriibrigt sich natiirlich bei 
kohlenstoffarmen Materialien in allen den Fallen. wo eine kiinstliche 
Jodierung stattgefunden hat. Dann ist lediglich die abgemessene oder 
abgewogene Menge mit einigen Gramm jodfreiem EiweiB an Kohlenstoff- 
tragern anzureichern. 

Kohlenstoffreiche Fliissigkeiten, wie Blut, Milch, GewebspreBsafte u.a.. 
kénnen in Mengen bis 25 ccm unmittelbar verbrannt werden. Liegt unter 
besonderen Verhaltnissen ein sehr geringer Jodgehalt vor, dann empfiehlt 
es sich, gréRere Einwagen, etwa doppelte Mengen, unter Abdampfen des 
Uberschusses an Wasser zu verwenden. Milch kann vor Beginn der Ver- 
brennung im offenen AufschluBgefa& eingekocht werden. Die alkalische 
Reaktion bei dem Konzentrieren hat gerade bei Milch seine Bedeutung 
yvezeigt, denn ein geringer Milchsauregehalt geniigt schon, Jodverluste beim 
Abdampfen zu verursachen. Beim Findampfen koagulierende Fliissigkeiten 
werden in Schalen auf dem Wasserbad konzentriert, wobei ein 6fteres 
Verritihren und Zerdriicken der koagulierten Massen nétig ist. Man kann 
solche Fliissigkeiten auch im Trockenschrank ganzlich eintrocknen und 
die gemahlenen Trockensubstanzen der Verbrennung zufthren. Unter 
normalen Verhaltnissen diirfte aber der Jodgehalt vorgenannter Fliissig- 
keiten stets groB genug sein, daB Mengen von 10 bis 25 cem zur Untersuchung 
hinreichen, somit die Manipulationen des Konzentrierens und Trocknens 
iiberfliissig sind. Liegen Fier zur Untersuchung auf den Gesamtjodgehalt 
vor, so wird zunachst der Eiinhalt in einem schmalen Zylinder mit beweg- 
barer Siebplatte innig durchmischt. Von der Mischung werden, da der 
Eidotter sehr fettsaure- bzw. kohlenstoffreich ist, 12 bis héchstens lig 
verbrannt. Bei getrennter Untersuchung des Ejiinhaltes nach EiweiB und 
Kidotter kénnen entsprechend dem jeweiligen Trockensubstanzgehalt von 
ersterem etwa 25 bis 30g, von letzterem etwa 10 bis 12 g zur Analyse ver- 
wendet werden. 

Die Vorbereitung der Untersuchung wasserhaltiger, fester Organ- 
substanzen geschieht in der Weise, da®B kleinere Mengen in erbsengrobe 
Stiicke zerschnitten, gréBere Mengen zwecks Erhalt einer guten Durch- 
schnittsprobe im Fleischwolf gemahlen werden. Wiahrend man _ kleine 
Mengen am besten vollstandig aufarbeitet, geht man bei gréBeren Mengen 
Untersuchungsmaterial, beispielsweise bei jodarmen  pflanzlichen oder 
tierischen Produkten, von Einwagen aus, die bei Verwendung eines !/,-Liter- 
GefaBes einer Trockenmenge von 3 bis 5g, bei einem 1|-Liter-GefaB einer 
solechen von 6 bis 10g entsprechen. Ist dabei, was bisweilen bei griinen 
Pflanzen und sehr wasserreichen tierischen Geweben der Fall ist, der natiir- 
liche Wassergehalt bezogen auf die zu verbrennende Trockensubstanz zu 
groB, dann bleibt nur die vollstandige Trocknung und eine Verbrennung 
des angefeuchteten Trockenpulvers iibrig. Bei jodreichen pflanzlichen oder 
tierischen Produkten geniigen natiirlich geringere Mengen, bei Schilddriise 
reichen Bruchteile von 1 g aus, sie miissen nur zur Unterstiitzung der Ver- 
brennungs- und Destillationsdauer mit so viel jodfreiem Eiweif angereichert 
werden, daB die untere Grenze oben genannter Trockenmenge erreicht wird. 


Feste und fliissige Fette setzen jeder Verbrennung, so auch der sauren 
Verbrennung, Schwierigkeiten entgegen. Es ist nicht angiéngig, mehrere 
Gramm Fett oder Ol auf einmal in das VerbrennungsgefaB zu geben. Ein 
Teil der Fettsaéuren destilliert in kiirzester Zeit mit dem Wasserdampf tiber, 
und es kann trotz der neuerlich eingeschalteten Zusatzverbrennung nicht 
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verhindert werden, daB Fettsaurereste unzerstért in die Absorptions 
vorlagen eintreten. Ferner setzt die Verbrennung des im AufschluBkolben 
verbleibenden Fettes bei einer bestimmten Temperatur momentan ein. 
Dabei wird die Abscheidung an elementarem Kohlenstoff so groB, dati 
eine teilweise Reduktion der AufschluBsaéure zu schwefliger Saéure einsetzt. 
Die zugefiihrten Sauerstoffmengen geniigen in diesem Falle nicht, ein 
Uberdestillieren der schwefligen Siure zu verhindern, und die Vorlagen 
vor dem Sauerwerden zu schiitzen. Die Verbrennung von Olen und Fetten 
wurde deshalb in der Weise modifiziert, daB diese Substanzen, in Mengen 
bis zu 10g, durch einen besonders angebrachten, kleinen Tropftrichter 
in Portionen von '/, bis 1g der Verbrennung zugefiihrt werden.  Feste 
Fette sind zu diesem Zwecke auszuschmelzen und noch warm beizugeben. 


3. Apparatur und Methodik der Verbrennung. 


Das Verbrennungs- und DestillationsgefaB A ist ein Rundkolben 
besonderer Konstruktion, wie aus der Abb. 1 ersichtlich. Als Kolben- 
gréBen finden GefaéBe von '/, und 1 Liter Inhalt Verwendung, die im ersten 
Falle, wie oben schon angegeben, zur Verbrennung von 3 bis 5 g, im zweiten 
Falle zur Verbrennung von 6 bis 10g Trocken- bzw. den entsprechenden 
Mengen frischer Substanz ausreichen. Die bendtigte Schwefelsiuremenge 
betragt 100 bzw. 150cem. Durch einen weithalsigen, langen Fiilltrichte: 
wird das Material in das GefiB beférdert, dabei darf aus der Substanz 
oder durch Zusatz maximal 20 bzw. 30 cem Wasser zugegen sein, die bei 
trockenen Produkten zum Aufschlimmen dienen. Alsdann wird der Kolben 
durch den Stopfen B verschlossen und in ein passendes Stativ mit 2 mm 
starker Asbestschale, die noch durch ein gleichgeformtes Drahtnetz gestiitzt 
ist, eingeklemmt. Das GefaB hat ferner ein seitlich angebrachtes Zufiihrungs- 
rohr C, das bis auf Bodenmitte reicht. Mit demselben steht die Wasserstoff- 
superoxydzufuhr aus Tropftrichter D, sowie die Luftzufuhr von £ her in 
Verbindung. Letztere wird einem Gasometer oder sonstigem Druckgefat 
entnommen und in der Waschflasche F durch verdiinnte Pottasche jodfrei 
gewaschen. Die weitere Vorbereitung der Verbrennung besteht in det 
Herrichtung der AbsorptionsgefiBe zum Auffangen der jodhaltigen Ver 
brennungsgase. Die Absorptionsflaschen LZ und M sind schmale hohe 
GefaiBe, die zur intensiven Verteilung der Gase an den Enden der Eintritts- 
rohre Verteilerkugeln mit Diisenspitzen tragen. Die Flaschen werden 
6 bis 7em hoch mit jodfreiem Wasser und 3 bzw. 1 cem gesittigter Pott- 
aschelésung bei Verbrennungen im '/,-Liter-GefaB, mit 5 bzw. 2 ccm Pott 
aschelésung bei Verbrennungen im 1-Liter-GefaB, beschickt. Das Fliissig- 
keitsvolumen in den Absorptionsflaschen L und M betragt etwa je 50 bis 
60 cem. Wie J. Eyckermann von der Kinderklinik in Diisseldorf vor einiger 
Zeit in einer privaten Mitteilung anregte, kann das Fliissigkeitsvolumen 
und damit der Pottascheverbrauch auf iiber die Halfte reduziert werden, 
wenn die Absorptionsflaschen vor der Beschickung 6em hoch mit 3 bis 
4mm starken Glasperlen gefiillt sind. Das Flaschenoberteil mit Eintritts- 
rohr kann durch langsames Hin- und Herbewegen recht gut in das gefiillte 
Flaschenunterteil eingesetzt werden. AuBer der gewaltigen Reduzierung 
von Wasser und Pottaschemenge fiir die spatere Aufarbeitung der Absorp- 
tionsfliissigkeit ist der Anwesenheit der Glasperlen noch der Vorteil des 
langsameren Durchtritts der Gase durch die Vorlagen einzuraumen. Eine 
dritte Absorptionsvorlage N besteht in einem weiten Glasrohr mit Uberfall- 
schliff und 20cm langem ausnutzbaren Raum, das mit linsengroBen Ton- 





che 
wird 
stiie 
ist € 
Bieg 


yesc. 


wird 


ihre 
Die 

Sub: 
dure 
Sau 
aus 

Luft 
Eim 
Inne 
dure 
dabe 
wir 
des 

Ten 
glei 
Zerf 
frise 
Was 
Hie 
so } 
gefii 
etw: 
unte 
supe 
Ver! 
grb 
supe 
stell 
mut 

ents 
grol 
zuft 
Wa: 
sich 
ung 
und 
Auf 
Sole 
d.h 
nic} 


sch: 


Bor 








Tis 


pen 
“In. 
lal 
tzt. 
ein 
yen 
ten 
yen 
iter 
ste 


en. 





Bestimmung kleinster Jodmengen in organischen Materialien. 219 


sherbenstiickchen, die mit 10? iger Pottaschelésung getrankt sind, gefiillt 
wird. Die drei Absorptionsvorlagen L, 1/7 und N werden nun mit Schlauch- 
stiicken, Glas an Glas, verbunden und an das Rohr J gehangt. Das Rohr J 
ist ein 8mm weites Quarzrohr mit zwei entgegengesetzt rechtwinkligen 
Biegungen und ist am Austrittsstutzen H des VerbrennungsgefaBes A an- 
geschlossen. Auf den Zweck der Zwischenschaltung des Quarzrohres J 
wird weiter unten eingegangen werden. 

Nachdem die Apparatur! in allen Teilen verbunden und verschlossen, 
ihre Dichtigkeit gepriift ist, kann die Verbrennung begonnen werden. 
Die allmahliche Durchmischung und damit die langsame Zerst6rung der 
Substanz mit konzentrierter Schwefelsiure wird so eingeleitet, dai man 
durch jeweiliges Anheben des Tropftrichters D zweimal kleinere Mengen 
Saéure durch den Trichter G zuflieBen laBt, mit Luft von E her die Saéure 
aus dem Zulaufrohr C herausdriickt und vorsichtig umschwenkt. Unter 
Luftdurchspiilen iiberl4Bt man die Substanz jedesmal einige Minuten der 
Einwirkung der Saéure, sperrt dann die Luftzufuhr und gibt, wenn der 
Innendruck in der Apparatur sich ausgeglichen hat, den Rest der Saure 
durch Trichter G hinzu. Nach erneutem Umschwenken, die Saure soll 
dabei nicht iiber die halbe Héhe des kugeligen Kolbenteiles bewegt werden. 
wird unter Luftdurchspiilen der Kolben 3 bis 4 Minuten mit starker Flamme 
des Teklubrenners erhitzt. In dieser Zeit erreicht die AufschluBsiure eine 
Temperatur iiber 200°. Unter reichlicher Kohlenstoffabscheidung hat 
gleichzeitig der Zerfall und die Verbrennung der Substanz eingesetzt. Der 
Zerfall der Substanz, besonders wenn trocken kérniges oder zerschnittenes 
frisches Organmaterial vorliegt, kann durch Zugabe von 5 bis 10 Tropfen 
Wasserstoffsuperoxyd vor dem Erhitzen wesentlich geférdert werden. 
Hier sei erginzend bemerkt, daB der Wasserstoffsuperoxyd-Tropftrichter D 
so beschaffen ist, daB sein Auslaufrohr vor dem Aufsetzen mit Fliissigkeit 
gefiillt werden kann. Damit steht vom Trichter D her der Druck einer 
etwa 30cm hohen Wassersiule zur Verfiigung., durch den es méglich ist, 
unter Uberwindung des Gegendruckes der Vorlagen L und 1/7, Wasserstoff- 
superoxyd in die in Betrieb befindliche Apparatur zu geben. Die weitere 
Verbrennung der Substanz geschieht, nach Reduzierung der Flammen- 
gréBe auf ein Drittel, durch kontinuierliches Zutropfen von Wasserstoff- 
superoxvd. Dazu erhalt der Hahn von Trichter D seine bestimmte Ein- 
stellung. Fine langsame Luftzufuhr wird von F her durch Quetschhahn 
mit Schraube reguliert und bleibt so lange bestehen, als die Menge der 
entstehenden Verbrennungsgase beim Durchtritt durch 1 und M nicht zu 
gro} erscheint. Beginnt letzteres einzutreten, so drosselt man die Luft- 
zufuhr oder sperrt sie ganz ab. Die kontinuierlich tropfende Zugabe des 
Wasserstoffsuperoxyds muB derart eingestellt sein, daB die Oxydation des 
sich abscheidenden Kohlenstoffs gerade gewahrleistet ist. Ist die Oxydation 
ungentigend, dann tritt eine teilweise Reduktion der AufschluBsaure ein, 
und schweflige Saure geht in die Absorptionsvorlagen tiber, die an dem 
Auftreten von Kohlensaéureblaschen in der Vorlage L erkennbar wird. 
Solange die Bildung der schwefligen Saéure in maGigen Crenzen bleibt, 
d. h. daB die alkalische Reaktion der Absorptionsfliissigkeit in Vorlage L 
nicht nach sauer umschlagt, und nicht die zweite Vorlage W in Mitleiden- 
schaft gezogen wird, braucht die Analyse nicht verworfen zu werden. Man 


1 


Die Apparatur wird durch die Firma Dr. H. Geissler, Nachf., 
Bonn a. Rh., Fabrik fiir Laboratoriumsbedarf. angefertigt. 
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andert nur den Verbrennungsgang durch kurze Steigerung der Sauerstoff 
zutuhr und voriibergehende Verringerung der Temperatur, worauf alsbald 
wieder ein normaler Verlauf der Oxydation eintritt. Bei einiger Ubung 
gelingt es jedoch ohne weiteres, den VerbrennungsprozeB in normaler Weise 
durchzuftihren. 

Wiahrend der oxydativen Zerstérung der Substanz wird alles enthaltende 
Jod in Freiheit gesetzt und verliBt wihrend des Verbrennungs- und 
Destillationsprozesses, in Form von freiem Jod oder Jodwasserstoff, die 
AufschluBsaiure. Die Méglichkeit der Bildung von Jodsauerstoffverbindungen 
wird durch den vorhandenen elementaren Kohlenstoff und durch stets 
spurenweise auftretende schweflige Saéure verhindert. Um auch gegen 
Ende der Verbrennung, d.h. wenn die Schwefelsiure im AufschluBgefils 
sich aufzuhellen beginnt und durchscheinend braun ist, die Bildung von 
Jodsiure auszuschlieBen, wird zu dieser Zeit die Wasserstoffsuperoxyd- 
zufuhr gesperrt und nur mit Luftstrom und kleiner Flamme destilliert 
Der dann noch vorhandene Kohlenstoff geniigt in jedem Falle, direkt ode1 

















Abb. 1. 


indirekt eine Reduzierung etwa noch anwesender Jodsaéurespuren zu Jod- 
wasserstoff vorzunehmen und letzteren im DestillationsprozeB auszutreiben. 
Nach Einschaltung dieser SicherheitsmaBnahme, ich habe zwar kurz vor 
dem Ende der Verbrennung niemals Jod bzw. Jodsaéure im AufschluB 
gefaB nachweisen kénnen, wird die Verbrennung langsam zu Ende gefiihrt, 
und der Kolbeninhalt wird rein wasserhell oder bleibt schwach gelb gefarbt. 

Wird nun eine Verbrennung in der vorbeschriebenen Weise durch- 
gefiihrt, so beobachtet man oft, und besonders bei fetthaltigem Organmateria!. 
da’ eine Schaumbildung in der Vorlage L einsetzt. Sie riihrt davon her, 
daB die Verbrennung im AufschluBgefaB nicht in allen Teilen restlos vor 
sich geht, und mit den Verbrennungsgasen unverbrannte organische Ver- 
bindungen, beispielsweise Spuren von Fettséuren (auch aromatische Reste 
gehen mit iiber), in die Vorlage Z hineindestillieren. Die freien Fettsaéuren 
setzen sich hier zu Seifen um und verursachen das Schiumen der Absorp- 
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tionsfliissigkeit. Bei der Vorbereitung zur Verbrennung von Fetten wurde 
bereits oben auf die neuerdings eingeschaltete ,,Zusatzverbrennung™ hin- 
gewiesen, die zur restlichen Zerst6érung tiberdestillierender organischer 
Verbindungen in die Apparatur eingefiigt wurde. Die Zusatzverbrennung 
besteht darin, daB die Verbrennungsgase aus dem Kolben A vor Eintritt 
in die Absorptionsvorlagen 1, und M noch ein 8 mm weites, in 20 em Linge 
auf 800 bis 900° erhitztes Quarzrohr J mit Platinkontakt, das in Abb. 1 
ersichtlich ist, durchstrémen. Die Beheizung des Quarzrohres kann durch 
ein elektrisches Manteléfchen K, das zu diesem Zweck konstruiert und in 
allen Teilen verstellbar ist, oder durch zwei Gasbrenner mit Schnittaufsatzen 
vorgenommen werden. Passieren die Verbrennungsgase aus Kolben A den 
gliihenden Teil des Quarzrohres J, so werden die noch beigemengten organi- 
schen Restverbindungen zerstért, und ein Ubertreten in die Vorlagen L 
und M ist ausgeschaltet. Durch die Einfiihrung der Zusatzverbrennung 
ist es gelungen, die Absorptionsfliissigkeit zum Auffangen der jodhaltigen 
Verbrennungsgase frei von organischen Beimengungen zu erhalten und 
damit die Grundbedingung fiir die spaitere Aufarbeitung und Ermittlung 
des absorbierten Jods zu erfiillen. 

Beim Verbrennen von reiner Starke und Zucker ist die Zwischen- 
schaltung der Zusatzverbrennung nicht n6tig, sie ist sogar besser zu unter- 
lassen, da sich beim Vermischen dieser Substanzen mit konzentrierter 
Schwefelsiure neben den Verbrennungsgasen brennbare Kohlenwasserstoffe 
bilden. Hat man starke- und zuckerhaltige Materialien zu untersuchen, 
so schiebt man unter die Schlauchverbindung bei H ein kurzes, 6 mm 
weites Glasrohr mit senkrecht zur Strémungsrichtung der Gase_ ein- 
geschmolzenem Platindrahtnetz (200 Maschen pro Quadratzentimeter) und 
sorgt bei der Verbrennung durch hinreichenden Luftstrom fiir Abtransport 
der anfanglich sich bildenden Gase. 


Bekanntlich entweichen beim Erhitzen von konzentrierter Schwefelsaure 
schon weit unterhalb des Siedepunktes stets Spuren von Schwefelséure- 
dimpfen. Ist nun die Zusatzverbrennung eingeschaltet und 
passieren die Schwefelsiiuredimpfe mit den Verbrennungs- f 
gasen das gliihende Quarzrohr, dann zeigt sich, besonders 
in den ersten Minuten der Verbrennung, eine Spaltung der 
Dampfe in Schwefelsiureanhydrid und Wasser. Infolge der 
schweren Absorbierbarkeit der SO,-Dampfe gehen sie teil- 
weise durch die Absorptionsvorlagen hindurch. Im weiteren 
Verlauf der Verbrennung, wenn gleichzeitig Wasserdampf das 
glithende Quarzrohr durchstrémt, verschwinden die Séaure- 
nebel fast ganz. Ein Verlust an Jod ist mit dem Austreten 
der SO,-Diaimpfe nicht verbunden, trotzdem wurde versucht, 
ein vollstandiges Zurtickhalten der Nebel zu erreichen. Die 
Moglichkeit des Zuriickhaltens ist durch langsame Konden- 
sation gegeben, sie wurde mir von Schmitz-Dumont vom 
Chemischen Institut der Universitat Bonn empfohlen und Abb. 2 
besteht darin, da zwischen Absorptionsvorlagen 1/7 und NV 
eine leere, 6 Liter fassende Flasche geschaltet wird. Die Flasche hat 
einen eingeschliffenen Hohlstopfen, durch den das Eintrittsrohr Q schriig 
auf den Bodenrand und wenig entlang der Bodenperipherie fiihrt. Das 
Eintrittsrohr Q ist mit Vorlage 1/ verbunden, die Vorlage N steht ein- 
geschliffen im Austrittsstutzen der Flasche. Die Anordnung zeigt Abb. 2. 
Boden und Wande der Flasche werden mit einigen Tropfen Pottasche- 
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lésung und wenig Wasser benetzt. wie entlang der Bodenflache aus 
tretenden Nebel turbulieren langsam innerhalb der Flasche, sie werde: 
durch die nachstrémenden Nebel schichtweise nach oben geschoben und 
kondensieren sich, bis sie das Austrittsrohr, die Vorlage N, erreicht haben 
Kurze Zeit nach Beendigung der Verbrennung haben sich auch die unterer 
Schichten in der Flasche niedergeschlagen. Nach dem Auswaschen mit 
kleinen Wassermengen, das Waschwasser wird mit den iibrigen Absorptions 
fliissigkeiten vereinigt, ist die Kondensationsflasche vor erneutem Ge 
brauch zum Vertreiben der Verbrennungsgase mit Wasser zu fiillen und 
zu entleeren. 

Zur Kontrolle der Methodik wurden von mir und meinen Mitarbeiter 
wiederholt Serien von Beleganalysen durchgefiihrt, die wir uns teils gegen 
seitig gegeben, teils uns von dritter Seite zur Aufgabe stellen lieBen. Dabei 
gingen wir zunichst in der Weise vor, daB bestimmte Jodmengen in Ver 
bindung mit einigen Grammen jodfreien EiweiBes (gewaschenes und ge 
trocknetes Muskeleiwei8) oder Milchzucker mit und ohne Zusatzverbrennuny 
verbrannt wurden. Erwiesen sich die Kohlenstofftraiger nicht als jodfrei, 
so wurde ihr Blindwert ermittelt. Alsdann wurde der Jodgehalt in ver 
schiedenen organischen Produkten bestimmt und die Untersuchungen nach 
kiinstlichem Jodzusatz wiederholt. In Tabelle I sind einige von den Beleg 
analysen angefiihrt. 


Tabelle I. 





Menge und Art —— Mitoderohne Dauer der Gefundene tiiaie 
der Sebetens durch KJ a ee Jodmenge kungen 
7 Min. Y 
4g Milchzucker — ohne 16 - A.-E* 
4g ‘ 20 e 18 17,4 ” 
bg 2 30 x 20 26,3 
5g ‘s 190 ‘ 15 98,8 po Ae 
3¢ 7 300 E 16 306,4 ‘ 
bg 4 500 i“ 20 491.1 ‘ 
5g Eiweib, trocken -— mit 17 1,6 A.-E. 
Be : 10 “ 21 9,7 i 
4g fs 25 = 15 23,0 af 
| " 250 ‘ 22 248,2 T.d. D. 
be, in 1000 w 20 974.6 “ 
5g ,  , frisch 3000 - 17 2944.9 = 
wathin 4 betane- — ohne 16 492.3 . 
: ome | 500 - 19 989,6 . 
zucker 
10g Milchpulver — mit 20 6,4 A.-F. 
10g ” 100 * 24 105,9 3.8. D. 
10g Lebertran - ‘ 29 157,8 A.-E. 
10g ‘ 250 ~ 34 404,1 T. d. D. 
* A.-E. = Alkoholextraktion des eingedampften Destillationsriickstandes. 
** T. d. D. = Unmittelbare Titration aliquoter Teile des Destillats. 


Vor einiger Zeit wurde von Schwaibold (8) bemerkt, daB die saure 
Verbrennung organischer Substanzen in der angegebenen Zeit von 
maximal 30 Minuten nicht durchfiihrbar sei, und er fiir die Verbrennung 
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geringer Mengen mehrere Stunden, fiir gréBere Mengen einen ganzen 
Tag bendtigt habe. Da meine Verbrennung des Materials zur Jod- 
bestimmung, wenn auch modifiziert, prinzipiell dem Kjeldahl schen 
AufschluB zur Stickstoffbestimmung ahnlich ist, kann nur angenommen 
werden, daB die bei der Verbrennung einzuleitende Behandlung der 
Substanz fiir ihre nachfolgende Zerstérung, auf die ohnedies immer 
wieder hingewiesen, nicht richtig durchgefiihrt wurde. Infolgedessen 
ist es auch nicht verwunderlich, wenn Schwaibold bei Vergleichs- 
untersuchungen mit meiner Methode Unterwerte gegeniiber der eigenen 
Methode festgestellt hat. 


Was Schwaibolds Methode zur Jodbestimmung betrifft, die An- 
wendung hat Dennstedt bereits im Jahre 1903 empfohlen, so hat dieselbe 
zunichst den Nachteil, daB nur trockene und sehr geringe Mengen 
Material (bis 1g) mit groBem Zeitaufwand einwandfrei verbrannt 
werden kénnen. Allein die Verbrennung solch geringer Materialmengen 
hirgt, besonders bei jodarmen Produkten, eine groBe Ungenauigkeit 
in sich, die auch durch den groBen Zeitaufwand kaum giinstig beeinfluBt 
werden kann. Bei Verwendung gréBerer Materialmengen ist die Ver- 
brennung unvollstandig, und unverbrannte gasférmige Produkte durch- 
strémen die Absorptionsvorlager. Ferner lagert sich unverbrannter 
Kohlenstoff innerhalb des Verbrennungsrohres ab, wie ich es an 
Schwaibolds persénlicher Apparatur beobachten konnte. Die neuerlich 
vorgenommene zweite Sauerstoffzufuhr (9) vermag diese Mangel nicht 
zu beheben, sie macht die Apparatur und deren Handhabung nur noch 
komplizierter. 


Zur Uberpriifung, inwieweit Schwaibolds Methode und meine 
Methode bei jeweiliger Ausfiihrung durch den Autor analytisch iiber- 
einstimmen, wurden von einer neutralen Stelle, dem Chilesalpeter 
Komitee Berlin, in liebenswiirdiger Weise Testsubstanzen beschafft, 
und im Juli dieses Jahres an Schwaibold, an mich und auBerdem an 
eine dritte Stelle zur Untersuchung iibersandt. Nach erfolgter Unter- 
suchung wurden verabredungsgemiB die KResultate der neutralen 
Stelle ibermittelt und von dort aus in gesammelter Aufstellung wiederum 
den einzelnen Untersuchern zugestellt. Die Ergebnisse der Kontroll- 
untersuchungen waren folgende: 





Untersucht von Pfeiffer. Untersucht von Untersucht von Wevser, 
Praéparat : Bonn, nach eigener Schwaibold, Miinchen, Budapest, nach Methode 
Trockenmilch Methode nach eigener Methode Schwaibold 
y Jod in lg y Jod in lg y Jod in lg 
1. 974 868 762 
2. 1813 1675 16938 
8. 2895 2477 2336 
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4. Die Bestimmung des Jods im Destillat bzw. in der Absorptionsfliissizkeit. 

Nach Beendigung der Verbrennung werden die Schlauchverbindunger 
der AbsorptionsgefaBe gelést. Dann wird zunachst der Inhalt der Flaschen / 
und .W nebst Spiilwasser in einem Becherglas vereinigt. Die Tonscherber 
aus dem Absorptionsrohr N gibt man gesondert in ein kleines Becherglas 
und wischt sie zweimal mit wenig Wasser aus; das Waschwasser wird de: 
Flissigkeit aus den Flaschen L und M beigegeben. Bei Verwendung der 
Kondensflasche FR ist auch diese mit wenig Wasser auszuschiitteln, und das 
Spiilwasser der Gesamtfliissigkeit zuzufiigen. Hat man die geeigneten 
AbsorptionsgefaiBe, besonders fiir 1 und M schmale, hohe Flaschen, und 
spritzt die GefaBe und Rohre mit nicht zu groBen Wassermengen aus 
dann betrigt die Menge der Destillationsfliissigkeit fiir gew6hnlich etwa 
300 bis 350 cem. 

Die nun folgende Untersuchung des Destillats auf seinen Jodgehalt 
kann 1. kolorimetrisch, 2. titrimetrisch erfolgen. Von der ersten Be 
stimmungsmethode. die zur Geniige beschrieben ist, sind wir ganz ab 
gekommen, da bei der Kolorimetrie unter diesen oder jenen Finfliissen 
auch dem Geiibtesten recht oft Schatzungsfehler unterlaufen, die besonders 
bei Vervielfachung mit Verdiinnungsfaktoren sehr erheblich ins Gewicht 
fallen. 

Die titrimetrische Bestimmung des Jods kann erfolgen: 

a) unmittelbar im Destillat, 

b) nach Konzentration der Fliissigkeit in einem geringeren Volumen. 

¢) nach vollstandigem Eindampfen der Absorptionsfliissigkeit und 
Extraktion des Kaliumjodids mit Alkohol im Abdampfriickstand des 
Alkohols. 


Die einzelnen Anwendungen ergeben sich aus der jeweils im 
Destillat vorhandenen Jodmenge, die meist annahernd aus der Substanz 
geschlossen oder in 1 bis 2 cem des Destillats ungefahr kolorimetrisch 
ermittelt werden kann. Es bleibt jedoch dem Ermessen des Untersuchers 
iiberlassen, die eine Anwendungsart durch die andere zu ersetzen, 
denn es beeinfluBt die titrimetrische Bestimmung nicht, wenn an Stelle 
der unmittelbaren Titration die Konzentration der Fliissigkeit auf ein 
geringeres Volumen vorgenommen wird. Vergleichende Versuche 
haben aber ergeben, daB die Alkoholextraktion des eingedampften 
Destillationsriickstandes Unterwerte gegeniiber der Titration im ver- 
ringerten Volumen liefert, die auch bei sorgsamster Extraktion mehrere 
Prozente betragen. 

Wir nehmen die direkte Titration im Destillat vor, wenn der 
Gesamtjodgehalt etwa 150 y und mehr betrigt. Bei Entnahme aliquote: 
Teile, z. B. 10 cem aus einem Volumen von 300 ccm mit genanntem 
Jodgehalt, werden in vorliegendem Falle 5 y Jod, bei der W inklerschen 
Titration der sechsfache Wert = 30 y der Bestimmung zugefiihrt. 
Die Konzentration des Destillats auf ein Volumen von 100 oder 120 ccm 
wenden wir dann an, wenn der Gesamtjodgehalt der Absorptionsfliissig- 
keit ungefahr zwischen 25 und 150 y liegt. Hat man 25 y in 100 cem 


Lésung, dann entsprecaen 10 cem = 2,5 y Jod, bzw. bei der Titration 
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3.2.5 = 15 y Jod. Das véllige Eindampfen des Destillats und die 
nachfolgende Extraktion mit Alkohol geschieht bei einem Jodgehalt 
unter 25 y. 

Zur speziellen Austthrung der Titrationsmethode ist noch folgendes 
mitzuteilen: Bei der unmittelbaren Titration des gesamten Destillats, wie 
auch bei der Titration des konzentrierten Volumens, filtriert man zundachst 
einen Anteil, da durch das Auswaschen und Bewegen der Tonscherben- 
splitter im Becherglas sich etwas Tonstaub abschleift, der dann in det 
Fliissigkeit suspendiert ist. Die dem Filtrat entnommenen je 5 oder je 
10 cem werden in 50 oder 100 cem fassende Erlenmeyer-Kélbchen gegeben 
und vorsichtig mit 10° iger Schwefelsiure angesduert. Ist mach dem An- 
sauern kein Geruch nach schwefliger Saure wahrnehmbar. letztere geht 
auch bei einer normal geleiteten Verbrennung fast immer in Spuren in 
das Destillat tiber, so gibt man eine ganz geringe Menge Kaliumbisulfit- 
pulver hinzu. Alsdann versetzt man mit soviel Chlorwasser, das taglich 
aus Chlorentwicklungswiurfeln frisch zu bereiten ist. bis die Fliissigkeit 
in dem Erlenmeyer schwach gelb erscheint. Unter Zusatz von wenig Talkum 
wird der Inhalt der K6élbchen auf den: Asbestdrahtnetz lebhaft aber vor 
st. Das 
Auskochen dart nicht weniger als 4 Minuten betragen. auch darf der Inhalt 
der K6lbchen nicht unter 5 Millimeter Héhe eingekocht werden.  Wocht 
der Inhalt in der angegebenen Zeit zu stark ein, so gibt man vor oder 
wahrend des Auskochens noch etwas Wasser hinzu. In den chlorfreien 
Proben, in denen sich nun durch die Oxydation das Jod in Form von Jod- 


sichtig gekocht. bis der ChloriiberschuB vollstandig ausgetrieben 


siiture befindet. wird durch die bekannte Umsetzung mit Jodwasserstoft 
die sechstache Menge des vorhandenen Jods gemessen. Die Ko6lbchen 


werden abgekiihlt, eine Spur festes Jodkalium oder 1 bis 2 Tropfen einer 
1 


5° igen Jodkaliumlésung. sowie einige Tropfen einer 4/,°,igen Starke 
losung beigegeben. und der Inhalt sofort mit n/l000 Thiosulfat auf Farb 
losigkeit titriert. Nahert sich die Titration dem Entfarbungspunkt, so ist 
nach Zugabe jedes Troptens Thiosulfat, zuletzt nach Zugabe jedes Bruch- 
teiles von Tropfen, kraftig durchzuschitteln und die absolute Entfarbung 
gegen einen weiBen Hintergrund festzustellen. 

Die Titerstellung der Thiosulfatlésung erfolgt gegen bestinumte Mengen 


einer L6sung von bekanntem Jodidgehalt (z. B. 0.1308 ¢ KJ 2 Tropten 
gesittigte Pottaschelésung in 1 Liter Wasser: 0.01 cem ly Jod, leem 


100 y Jod) nach dem Anséuern mit einigen Tropfen 10° jiger Schwefel- 
siure durch Oxydation mit Chlorwasser wie oben angegeben. 

Von der Verwendung verdiinnter Salzsiure zum <Ansiuern des 
jodhaltigen Destillats fiir die titrimetrische Bestimmung, wie sie 
Winkler vorschreibt und Schwaibold kirzlich wieder empfohlen hat, 
ist unbedingt abzuraten, Nicht nur von uns, sondern auch unabhangig 
davon von anderen Seiten, wurde wiederholt, jedoch nicht immer, 
beobachtet, daB in Vergleichstitrationen bei Substanzuntersuchungen 
und bei Titerstellungen keine Ubereinstimmung zu erzielen war. Die 
Titrationswerte differierten in diesen Fallen um 20 bis 50°,. Es hat 
sich nun ergeben, daB der Eisengehalt der Salzsaiure, ein solcher ist 
auch in reinsten Reagenzien stets vorhanden, bisweilen die Ursache der 
Titrationsschwierigkeiten ist. Die Schwierigkeiten kénnen umgangen 
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werden, wenn anstatt verdiinnter Salzsiure verdiinnte Schwefelsaur: 
verwendet wird, oder aber die Salzsdure einen geringen Zusatz vor 
Phosphorsaiure (etwa '’, bis 1°,) erhalt. 

Das vollige Findampfen der jodhaltigen Absorptionsfliissigkeit 
und die nachfolgende Extraktion des Kaliumjodids mit Alkohol nehmen 
wir, wie oben gesagt, vor, wenn die zu erwartende Jodmenge unter 25 ; 
liegt. - Eine unmittelbare Titration im = verringerten Volumen ist 
praktisch zwar noch unterhalb des angegebenen Grenzwertes méglich 
jedoch empfiehlt es sich, wegen der gesteigerten Salzkonzentration it 
der Destillationsfliissigkeit und der in diesem Falle sich vermindernden 
Titrationsgenauigkeit, im besonderen noch durch die Multiplikation 
mit den Volumenfaktoren, davon Abstand zu nehmen. Das Prinzip 
der Extraktion ist die Entfernung des gr6éBten Teiles der Fremdsalze 
unter gleichzeitigem Herauslésen des enthaltenden Jodkalinms. Das 
gesamte Verbrennungsdestillat wird zu diesem Zweck in einer halb- 
kugeligen, 250 ccm fassenden Porzellanschale abgedampft. Ist die 
Konzentration soweit vorgeschritten, da die enthaltenden Salze zu 
kristallisieren beginnen, dann wird die Salzlésung auf einer passenden, 
2mm _ starken Asbestschale bei klein gestelltem Pilzbrenner unter 
Umriihren vorsichtig eingetrocknet. Dabei ballen sich die Salze zu 
Kliimpchen zusammen. Die dem Glasstab anhaftenden Teile werden 
abgeschabt, und die gesamte Masse wird nun bei gesteigertem Pilz- 
brenner mit dem Glasstab méglichst fein zerdriickt und vollstandig 
eingetrocknet. Es verbleibt ein rein weiBer Salzriickstand. Nach dem 
Erkalten wird die Salzmasse, unter gleichzeitigem Abspritzen des 
Glasstabes, mit soviel Wasser befeuchtet, daB sie gerade durchtrankt 
ist. Nachdem sie wenigstens eine Viertelstunde sich selbst iiberlassen 
war, riihrt man sie mit einem kleinen Pistill durch. Dabei darf die Masse 
nicht in Klumpen am Pistill kleben, sondern muB vom Pistill wie vom 
Schalenrand langsam abflieBen. Klebt die Masse, dann ist noch etwas 
Wasser beizugeben. Durch die geschilderte, eintrocknende Vorbehand 
lung des Salzriickstandes wird erreicht, daB beim Durchriithren der 
Masse mit dem Pistill keine kristallinischen Salzanteile zu fiihlen sind, 
aus denen eine Extraktion des eingeschlossenen Kaliumjodids, auch 
wenn sie fiir durchfiihrbar empfohlen wird [s. Sehwatbold (8)|, mehr wie 
traglich ist. Es werden nun etwa 50 cem 95°,igen Alkohols auf die 


Salzmasse gegeben, und unter langsamem und vollstandigem Durch- 
riihren mit dem Pistill wird die Extraktion vorgenommen. Die Masse 
muB dabei ihre langsam flieBende Konsisteiz behalten, nétigenfalls 
sind einige Tropfen Wasser beizufiigen. Nach einer Extraktionsdauer 
von wenigstens 5 Minuten wird der Alkohol abgegossen und die Ex- 
traktion ein zweites und ein drittes Mal mit kleineren Alkoholmengen 
wiederholt. Die Konsistenz des Salzriickstandes muB auch bei diesen 
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\usziigen gewahrt bleiben, sonst ist sie wiederum durch Wasserzugabe 
zu korrigieren. Die vereinigten Alkoholausziige, enthaltend das Kalium- 
jodid und Spuren anderer Salze, werden entweder aus einem geeigneten 
Kélbchen abdestitliert oder in einer 250 cem fassenden, tiefen Porzellan- 
schale, nach Zusatz von zwei Tropfen Pottaschelésung und Verdiinnen 
mit dem gleichen Volumen Wasser, auf dem Wasserbad abgedampft. 
In beiden Fallen iiberfiihrt man nun den jodhaltigen Riickstand mit 
wenig Wasser in ein kleines Platinschalchen und verdampft wiederum 
zur Trockne. Das Schalchen wird auf ein diinnes Asbestdrahtnetz 
gestellt, und iiber einer Sparflamme werden unter Verschieben des 
Schilchens die letzten Spuren organischer Reste, die aus der Ver- 
brennung eingeschleppt sein oder den Reagenzien entstammen kénnen, 
beseitigt. Auf den Riickstand staubt man eine Spur Bisulfitpulver 
und gibt mit der Pipette 5cem 10° ige Schwefelsiure hinzu. Zur 
Beseitigung von unléslichen Teilchen und Kohlenpartikelchen wird durch 
ein kleinstes angefeuchtetes Filter in ein K6élbchen filtriert. Dann 
gibt man ein zweites und ein drittes Mal je 5 ccm Wasser in das Schalchen 
und wascht damit Schalchen und Filter aus. Aus dem 15 cem betragenden 
Filtrat werden je 5cem in kleine Erlenmeyer pipettiert, und nach 
Oxydation mit Chlorwasser wird der Jodgehalt in oben beschriebener 
Weise titrimetrisch ermittelt, 
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Uber das Verhalten von Melaninsiuren in biniren Systemen. 
Von 
Oskar Adler (Karlsbad). 
(Eingegangen am 19, Oktober 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Melaninsauren haben keinen Schmelzpunkt. Aus diesem Grunde 
und wegen der nur sparlichen fiir die einzelnen Stoffe dieser Gruppe 


charakteristischen Kennzeichen sind die einzelnen Individuen der 


Melaninséuregruppe nicht sicher auseinanderzuhalten. Dadurch ist 
die Forschung auf diesem Gebiete auBerordentlich gehemmt. In der 
folgenden Arbeit habe ich daher den Versuch unternommen, durch das 
Studium des Verhaltens der Melaninsiuren in biniren Systemen zu 
einer besseren Charakterisierung bzw. Unterscheidung der einzelnen 
Melaninsauren zu gelangen. In dieser Arbeit sollen uns nur die fiir den 
genannten Zweck erforderlichen Daten interessieren und auf das etwaige 
Auftreten) von Molekularverbindungen der beiden Komponenten 
vorlaufig nicht weiter eingegangen werden. 


Das Verhalten von Melaninsaéuren in binéren Systemen zu unter- 
suchen ist dadurch méglich, daB die Melaninsaiuren in einer gréBeren 
Anzahl von Schmelzen verschiedener Stoffe in der Hitze léslich sind; 
allerdings ist die Léslichkeit keine unbeschrankte, so daB mit Stérungen 
auf dem melaninsdiurereichen Teile der Kurve gerechnet werden mul. 
Dazu gesellen sich noch eine Reihe weiterer Schwierigkeiten, auf die 
im folgenden kurz hingewiesen sei. Zur Darstellung einer vollstandigen 
Auftau- bzw. Schmelzpunktskurve ist Voraussetzung, daB beide Kom 
ponenten des binaéren Systems einen Schmelzpunkt besitzen, so dah 


die Kurve im Schmelzpunkt der einen Komponente beginnt und im 
Schmelzpunkt der zweiten Komponente ihren natiirlichen Abschlub 
findet. Dies ist bei den Melaninsauren nicht der Fall, da, wie eingangs 
erwihnt, diese Pigmentsiuren an sich keinen Schmelzpunkt haben 
Da zugleich auch die Léslichkeit der Melaninsauren in der zweiten 
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Komponente des jeweiligen binéren Systems keine unbeschrankte ist, 
so tritt infolgedessen bereits lange vor dem Ende der Kurve auf der 
melaninsiurereichen Seite derselben der Zustand ein, daB ein so iiber- 
wiegender Teil der Melaninsiure beim Erhitzen unverandert bleibt, 
daB von einem Schmelzen iiberhaupt nicht mehr die Rede sein kann. 
In solchen Fallen ist in der Regel auch die Beobachtung des Schmelz- 
heginns, also des Auftaupunktes im Sinne H. Rheinboldits gestért, 
weshalb die Kurve ein vorzeitiges Ende findet. Eine weitere Schwierig- 
keit bildet die kolloidale Beschaffenheit der Melaninséuren und ferner 
das auBerordentlich hygroskopische Verhalten derselben. Die dunkle 
Farbe und Undurchsichtigkeit der Schmelzen laBt eine Bestimmung 
des Endpunktes der Schmelze, also des Schmelzpunktes nicht zu, 
der nur gegebenenfalls zur Kontrolle in grober Annaherung bestimmt 
werden kann. Dagegen laBt sich in der Mehrzahl der Faille die Be- 
stimmung des Schmelzbeginns, also des Auftaupunktes mit geniigender 
Genauigkeit vornehmen. 

Das erwihnte hygroskopische Verhalten der Melaninsiuren kann sich 
bei nicht geniigender Beriicksichtigung dieses Umstandes so stérend geltend 
machen, da8 um 15 und mehr Temperaturgrade tiefere Werte der Auftau- 
punkte beobachtet werden kénnen; es muBten daher besondere Vorsichts- 
maBnahmen getroffen werden, woriiber im experimentellen Teile kurz 
berichtet wird. 


Von den Melaninsiuren! (weiterhin als erste Komponente_ be- 
zeichnet) wurden vorlaufig folgende in den Bereich der Untersuchungen 
gezogen : Benzolmelaninsaure, —p-Amidobenzoesaéure-melaninsaure, 
Braunkohlenhuminsaure, Sepiamelaninsiure und Sarkommelaninsiure. 
Als zweite Komponente der biniren Systeme wurde jeweils eine der 
folgenden Substanzen verwendet: Pyramidon, Benzidin, Harnstoff. 


Die Bestimmung der Auftaupunkte erfolgte nach der von H. Rhein- 
boldt? in Bonn in klassischer Weise ausgearbeiteten Methode mit kleinen, 
durch die besonderen Verhaltnisse gegebenen Anderungen. Es wurde 
je eine der oben genannten Melaninsiuren mit einem der als zweite 
Komponente angefiihrten Stoffe nach innigem Verreiben vorsichtig 
verschmolzen, die Schmelze nach dem Erstarren fein gepulvert und 
nach gehériger Trocknung im verschlossenen Kapillarrohr untersucht. 
Im Laufe der Untersuchungen zeigte sich, daB ein Durchschmelzen der 
beiden Substanzen bei empfindlichen Stoffen, wie Harnstoff, zu Zer- 
setzungen fiihren kann, wodurch die Konstanz der Werte der Auftau- 


1 QO. Adier, diese Zeitschr, 137, 201, 1923; 141, 304, 1923; 185, 169, 1927; 
217, 324, 1930. 

2 H. Rheinboldt, J. f. prakt. Chem. 111, 242, 1925; 112, 187, 1926; 
113, 199, 1926. 
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punkte leidet. Es wurde daher im weiteren Verlauf der Untersuchunge: 
auf ein Verschmelzen der beiden Substanzen verzichtet; statt dessen 
wurden die beiden Komponenten sehr sorgfiltig zu einem feinsten. 
innigen Gemenge im Achatmérser verrieben. Man ist dadurch auch de: 
Schwierigkeit enthoben, die dadurch entstehen kann, daB die Schmelze: 
unter gewissen Umstanden eine geringe Neigung zu vollkommener 
Erstarrung zeigen, ein Umstand, dessen Nichtbeachtung zu unrichtigen 
Werten fiihren kann. 

Ubrigens nimmt auch Rheinboldt! nicht unter allen Umstinden ein 
vollstandiges Durchschmelzen der beiden Komponenten vor, sondern in 
einzelnen Kallen ein vorsichtiges Anschmelzen und nachfolgendes innige- 


Verreiben. Auf die Tatsache, daB bloBes inniges Beriihren der beiden 
Komponenten geniigt, hat bereits Spring? hingewiesen. 


Ergebnisse. 


Bei dem System Melaninsdure : Pyramidon (vgl. Abb. 1) verlaufen 
simtliche erhaltenen Auftaupunktskurven vom Schmelzpunkt des 
Pyramidons abfallend in einer horizontalen geraden Linie. Die Kurven 
erreichen bei einem Verhialtnis von 50 bzw. 60° Melaninséure ein 
vorzeitiges Ende. Zwischen der zu obeist verlaufenden Kurve (Sepia- 
melaninséure und Sarkommelaninsaure) und der zu unterst verlaufenden 
Kurve (Amidobenzoesiure-melaninsaure) besteht bloB ein Temperatur- 
unterschied von 6°. Die Kurve der Benzolmelaninsaure verlauft etwa 
in der Mitte zwischen diesen beiden Kurven. Die Kurven der Sepia- 
melaninséure und der Sarkommelaninséure fallen zusammen. Des- 
gleichen fallen die Kurven der Benzolmelaninsiure und der Braun- 
kohlenhuminsaure nahezu zusammen. 

Bei dem System Melaninsdure: Benzidin (vgl. Abb. 2) besteht 
zwischen der zu oberst verlaufenden Kurve (Sepiamelaninsiure und 
Sarkommelaninsadure) und der zu unterst verlaufenden Kurve (Benzol- 
melaninsaure) ebenfalls nur ein Unterschied von 6°. Bei diesem System 
fallen wie bei dem vorangehenden die Kurven der Sepiamelaninsiure 
und Sarkommelaninsaure zusammen. Auch die Kurve der Braunkohlen- 
huminsaure liegt bei diesem System nicht weit entfernt unterhalb 
der beiden letztgenannten Kurven. Die Kurve der Amidobenzoesaure- 
melaninsaure, die bei dem System Melaninsaéure : Pyramidon zu unterst 
verlief, liegt bei dem System Melaninsiure : Benzidin nahezu in der 
Mitte. 


1 H. Rheinboldt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 252, 1929; 182, 257f.. 
1929. 

2 Spring, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 15, 595, 1882; zit. nach Rooze- 
boom, Die heterogenen Gleichgewichte, 2. Heft, I. Teil, S. 167.  Braun- 
schweig 1904. 
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Weitaus giinstiger und praktisch wichtiger liegen die Verhiltnisse 
bei dem System Melaninsdure : Harnstoff (vgl. Abb. 3). Wahrend bei 
den beiden oben besprochenen Systemen zwischen den zu oberst und 
den zu unterst verlaufenden Kurven bloB eine Differenz von 6° bestand, 
besteht hier zwischen der zu oberst verlaufenden Kurve (Braunkohlen- 
huminséure) und der zu unterst verlaufenden Kurve (Benzolmelanin- 
siure) eine Differenz von 26°. Dadurch ist auch der Abstand der da- 
zwischenliegenden Kurven der Sarkom- und Sepiamelaninsiéure einer- 
seits und der Kurve der Amidobenzoeséure-melaninsaiure andererseits 
weitaus gréBer und betrigt etwa 9 bis 10°. 


Die Kurve der Benzolmelaninséure zeigt in dem System Melanin- 
siure : Harnstoff eine Abweichung von dem horizontalen geradlinigen 
Verlauf; sie zeigt bei 20 Gew.-°, Melaninsaiure einen Knick und ver- 
lauft dann weiter in einer um 9° tieferen eutektischen Linie. 


Der Umstand, daB bei allen drei Systemen die Kurven der Sepia- 
melaninsiure und der Sarkommelaninsiure zusammenfallen bzw. 
nahezu zusammenfallen, ist wohl so zu deuten, daB diese beiden Melanin- 
siuren einander auBcrordentlich nahestehen. In diesem Sinne spricht 
auch das Ergebnis der Elementaranalysen dieser beiden Pigmentsauren'. 


Durch die obigen Feststellungen iiber das Verhalten der Melanin- 
siuren in binéren Systemen, insbesondere in dem System Melanin- 
siure : Harnstoff, wird die bisher praktisch kaum médgliche Unter- 
scheidung der einzelnen Individuen der Melaninsdiurereihe angebahnt, 


Experimenteller Teil. 


Die Bestimmungen erfolgten in einem Schmelzpunktapparat von 
Thiele, dessen vertikales Rohr ich so hoch anfertigen lieB, daB der fiir die 
Ablesungen in Betracht kommende Temperaturbereich des Thermometers 
sich im Innern des Rohres befand. Als Badfliissigkeit wurde reines Paraffin6l 
verwendet, welches so hoch aufgefiillt war. da®B korrigierte Temperatur- 
werte erhalten wurden. Die Substanz wurde in einer sehr kurzen, ver- 
schlossenen Kapillare beobachtet, welche, mit Zwirn befestigt, den queck- 
silberhaltigen Teil des Thermometers unmittelbar beriihrte. Die Beob- 
achtungen geschahen mittels einer Lupe; als solche hat sich fiir den vor- 
liegenden Zweck das sonst fiir das Mikroskop dienende Kompensations- 
okular Nr. 8 von Zeiss bewihrt, dessen unteres leeres Rohr zwecks An- 
niherung an den Apparat abgeschraubt wurde. Diese Lupe wurde in einem 
der tiblichen chemischen Halter, dessen Branchen mit Kork ausgekleidet 
waren, zwecks optischer Einstellung gleitend angehracht. Die Beohachtung 
der Substanz mittels dieser Lupe erfolgte nicht horizontal, sondern schrig 
von unten her. Die Beleuchtung dagegen erfolgte schrag von oben 
mittels einer 100 Wolfram-Philips-Lampe, die médglichst dicht an den 
Apparat herangebracht und durch einen entsprechenden schwarzen Schirm 


1 Q. Adler, |. ¢. 
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gegen den Beobachter vollstindig abgeblendet war. Die Beheizung de 
Apparates erfolgte auf elektrischem Wege mittels eines am unteren Schenke! 
des Thieleschen Apparates aufgewickelten Heizdrahtes. Durch einen 
Rheostaten konnte die Geschwindigkeit des Ansteigens der Temperatiu 
reguliert werden’. In der Nahe des zu erwartenden Auftaupunktes wurci 
die Warmezufuhr so geregelt, daB das Ansteigen um einen Temperaturgrad 
innerhalb 3 bis 5 Minuten erfolgte. 

Beziiglich der Darstellung der Melaninséuren sei auf meine friihere: 
Arbeiten verwiesen®, Das verwendete, aus dem Handel bezogene Pyramidon 
war schmelzpunktrein. Benzidin wurde nach mehrmaligem Umkristalli 
sieren aus Wasser unter Zusatz von wenig Adsorptionskohle rein erhalten 
Der von E. Merck bezogene Harnstoff, reinst, fiir wissenschaftliche Zwecke. 
war schmelzpunktrein. 

Die fein gepulverten Schmelzen bzw. die sorgfaltig verriebenen Gemenge 
der beiden Komponenten wurden vorerst durch 14 Tage im Vakuum 
exsikkator tiber Schwefelsiure getrocknet, hierauf wurden von jeder Sub 
stanz etwa zehn Kapillarréhrchen in iiblicher Weise beschickt und diese 
Kapillaren neuerlich durch 14 Tage im Vakuumexsikkator getrocknet 
Zum Gebrauch wurden die Kapillaren rasch verschmolzen. 

Der Auftaupunkt charakterisierte sich durch das Auftreten eines 
feuchten Glanzes an der Oberfliche der Substanz oder durch ein Dunkler 
werden der Substanz im Sinne der Angaben von Rheinboldt oder in einzelnen 
Fallen durch das Auftreten dunkler Fliissigkeitspiinktchen unter Ver 
schwimmen der pulverigen Struktur der Substanz. 

Die folgenden Kurven und Zahlen geben die Ergebnisse der Unter- 
suchungen im einzelnen wieder. 


System Melaninsdure: Pyramidon. 
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Abb. 1. 


Benzolmelaninsiure : Pyramidon 





a) Schmelzen 


Gew.-°,, Benzolmelaninsiure . . 0 10 20 30 40 50 

Auftaupuokt ......... 108 1045 1045 104 103 104 
b) Gemenge 

Gew.-Proz. Benzolmelaninsaure . 0 10 20 30 40 50 

Auftaupunkt ......... 108 | 104 | 103,5) 103) 103,5 103.5 


! Die elektrische Beheizung mit Temperaturregulierung wurde nach 
meinen Angaben hergestellt vom Elektrowerk, Ing. Uebel u. Soukup, 
Karlsbad. 

2 O. Adler, |. c. 
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Braunkohlenhuminsaure : Pyramidon. . 
a) Schmelzen 
Gew.-% Braunkohlenhuminsaure 0 19 20 30 40 50 60 
\uftaupunkt ..... ‘ 10S 106 106 106 «105 106 105.5 
b) Gemenge 
Gew.-% Braunkohlenhuminsaure 0 10 20 30 40 YD) 60 
Auftaupunkt ...... . . || 108 | 103,5) 103 103 1038) 103) 1085 
Sepiamelaninsaure : Pyramidon. 
a) Schmelzen 
Gew.-°,, Sepiamelaninsaure . . 0 10 a) 30 40 AyD) 60 
Auftaupunkt . . ; *% « «~ | |) 6 LO6 106 «106 106-106 
b) Gemenge 
Gew.-°,, Seplamelaninsaure . 0 10 a) 30 10) 59 H0 
Aufteupunkt ......... || 108} 105 105.5 
Sarkommelaninsaure : Pyramidon. 
a) Schmelzen 
Gew.-°,, Sarkommelaninsaure . 0 10 20 30 40 D0 
a ee 108 106 106 106 
b) Gemenge — ; 
: 9 : 
Gew.-°,, Sarkommelaninsaure . . 0 10 ov 30 40 DO 
Auiteupankt ...... +. «if 106 | 16 105 
Amidobenzoesaure-melaninsaure : Pyramidon. 
Gemenge 
Gew.-°% Amidobenzoesaure-mela- 
SS 2 5. a Ge al ele eee 0 10 20 30 40) aD) 
Auftaupunkt ..... re 108 99,5 99.5 995 995 99 
System Melaninsdure : Benzidin. 
_, braunkohlenumins. | 
Sagusorvonmelanrs 
Ar ‘tobe oUCeu. Me/ar IS 
oi +++ ++ Benzolmelaninsiiure—| 
a ee a ae a ee ae A a 
0 0 2 3H YO 50 60 0 & % Wl 
Gew.-Proz. Melaninsaure 
Abb. 2 
Benzolmelaninsaure : Benzidin. 
Gemenge 
Gew.-°,, Benzolmelaninsaure . . 0 10 29 30 40 50 60 79 
Auftaupunkt . 128117,5 117.5 117.5 117,5.117 = 117,5117,5 
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Braunkohlenhuminsaure : Benzidin. 





Gemenge 






























Gew.-°,. Braunkohlenhuminsaure 0 10 20 30 40 50 60» 70 
Auftaupunkt ....... . . |) 128/123 |122,5/122 {122 (121,5/122 (122 
Sepiamelaninsaure : Benzidin. 

Gemenge 
Gew.-°, Sepiamelaninsaure. . . 0 10 20 30 40 50 
Auftaupunkt ......... |} 18 122 122 

Sarkommelaninsaure : Benzidin. 

Gemenge 
Gew.-°/) Sarkommelaninsiiure . . 0 10 20 30 40 a 
Auftaupunkt ......... || 18 122 122 

Amidobezoesaure-melaninsaure : Benzidin. 

Gemenge 
Gew.-°/,, Amidobenzoesiure-mela- 

Re ka ae ew re 0 10 20 30 40 50 
Auftaupunkt ......... || 128 120 120 
System Melaninsdure: Harnstoff. 

1395 “T 
730 ‘ + > + + > + + i, 
errs Bra thorlentaulimins. 
120 sSeplamelannsaure 
fe Saarkommelaninsaure 
, J ers AI/OHENZOCS -MEMANINS. 
110 I I J i 4 
105\ H , I | ; | } 
»BENZONMELAINS. 
700 mat 
| 
95 a 
| 
0 
0 0 &@ 30 ¥0 50 60 70 80 90 0 
Gem -Proz. Melaninsaure 
Abb. 3. 
Benzolmelaninsiure : Harnstoff. 
Gemenge 
Gew.-% Benzolmelaninsiure . . 0 10 20-80 40) 50 60 
Auftaupunkt ........ . | 182°; 111,5) 111 | 102,5| 102,5| 1025 102 
Braunkohlenhuminsaure : Harnstoff. 
Gemenge 
Gew.-% Braunkohlenhuminsiure 0 10 20 30 40 50 
Autieupoekt 2. 128 128 128 128 =: 128,5 
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Sepiamelaninsaure : Harnstoff. 
Gemenge 
Gew.-% Sepiamelaninsaure. . . 0 10 20 30 40 50 
Auftaupankt ........./{1 18 120 119 
Sarkommelaninsaure : Harnstoff. 
(remenge 
Gew.-°,, Sarkommelaninsiiure . . 0 10 20 30 40 59 
J ee 132 118,5 118,5 
Amidobenzoesaure-melaninsaure : Harnstoft. 
Gemenge 
(rew.-°,, Amidobenzoesaure-mela- 
ninsaure. . Se ese toe a Pe 0 10 20 39 40 50 
RGN .. ig oa a ee 132 111,56; 111,5; 111,5) 111,5. 1115 


Uber die Darstellung von Keimdriisen-Reifungs-Hormon 
aus Schwangern-Harn in kristallisierter Form. I. 


Von 
Artur Lejwa. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Staatlichen Hygienischen Institut 
in Warschau.) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Aschheim und Zondek und spiter Zondek haben in einer Reihe 
von Arbeiten gezeigt, daB sich im Hypophysenvorderlappen, wie auch 
im Harn der schwangeren Frau ein Hormon befindet, welches die 
teifung der Keimdriisen bei der infantilen, unreifen weiblichen Maus 
hervorruft. Nach Zondek kann dieser Stoff, den er Prolan nennt, leicht 
vom Follikulin durch Zusatz von Alkohol getrennt werden, da er im 
Athylalkohol unléslich ist. 


Die biologische Testprobe. 


Zum Nachweis der Wirksamkeit der von mir erhaltenen Extrakte 
habe ich die von Zondek angegebene biologische Testprobe angewendet. 

Das Ausgangsmaterial sowie die von mir erhaltenen Extrakte wurden 
3 bis 4 Wochen alten und 6 bis 8g schweren weiblichen Mausen dreima! 
taglich im Laufe von 2 Tagen eingespritzt. Der Scheidenabstrich wird 
nach 70 Stunden untersucht, und die Tiere werden getétet. Die Ovarien 
dieser Tiere werden nach Fixierung und Farbung mit Sudan IIT histologisch 
auf Anwesenheit von reifen und luteinisierten Follikeln untersucht. Gleich 
zeitig wurden weibliche, 1200 bis 1400 g schwere Kaninchen als Kontrol 
tiere angewendet, die eine einmalige intravenése Injektion erhielten. 

An dieser Stelle méchte ich bemerken, daB ich wohl die Wirksamkeit 
des Follikelreifungshormons und die des Luteinisierungshormons in ihrer 
gleichzeitigen Wirkung nachweisen konnte. Dagegen ist es mir niemals 
gelungen, die reifen Follikel ohne die luteinisierten in den Ovarien det 
Tiere, welche den wirksamen Extrakt erhalten hatten, zu finden. 


Die Reindarstellung und Kristallisierung des Hormons. 


Als Ausgangsmaterial diente mir der Harn von Frauen im ersten 
bis zum neunten Monat der Schwangerschaft. Es sei bemerkt, dai 
der Harn nach Zusatz von CHCl, monatelang bei Zimmertemperatu 
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gut aufbewahrt werden kann. Nach Zusatz von 10°, iger CH,COOH 
und Filtrieren wird das Filtrat mit Ammoniumsuilfat (40g Salz auf 
100 cem Harn) ausgesalzen. Der erhaltene Niederschlag wird in Wasser 
gelist, wobei ein Teil des Niederschlags zuriickbleibt. Das Filtrat 
wird mit verdiinnter Essigsiure bis zum py 3.5 bis 4 versetzt und dann 
in der Schiittelmaschine mit Permutit 2 Stunden lang geschiittelt 
Nach dem Dekantieren und Auswaschen wird der Permutit mit ver- 
dimntem 0,125°%,igem Ammoniak ausgeschiittelt. Die wirksame 
Substanz wird aus dem Adsorbens am besten bei CberschuB von 


NH,OH eluiert. 





ae er. *ig & °° 4 
%, ; ° @ @ * ie - € & 
. “1 Os ieee | -° 
c - * ee: - ¢¢? 3 ?*.. : 
Sue : ee oe gf D & 7; 
See Sal a ie A = Ee So ° 
‘ et 


Abb. 1. Kristalle aus wiisserigem Alkohol 


Kine weitgehende Reinigung des Hormons kann durch Anwendung 
von mehrfachen geeigneten Konzentrationsreihen wasserigen Alkohols 
erzielt werden. 

Um weitere Begleitstoffe von der wirksamen Substanz abzutrennen, 
wird das Filtrat mit Aceton versetzt. Der gebildete weiBbe Niederschlag 
wird in 50°%igem Athvlalkohol gelést und dann durch Aceton wieder 
gefallt. 

Zur Gewinnung des Hormons in kristallisierter Form wird das 
Filtrat mit Essigester extrahiert und aus wasserig alkoholischer Losung 
bei 0° C kristallisiert (Abb. 1). 

Es ist auf diesem Wege gelungen, aus Schwangernharn einen 
kristallisierten Stoff zu gewinnen, der in der Menge von 0.001 mg in 
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den Ovarien der infantilen, unreifen weiblichen Maus die Entstehun, 
einer Reihe von reifen und luteinisierten Follikeln bewirkt. 

Zondek bezeichnet als FEinheit des Hormons diejenige kleinst: 
Hormonmenge, die bei der infantilen Ratte Follikelreifung oder bei de; 
Maus die Entstehung nur eines Luteinkérpers hervorruft. Da di 
von mir gewonnenen Kristalle schon in der Menge von | y viele reif 
und luteinisierte Follikel in den Ovarien infantiler, unreifer Tier 
hervorrufen, und da die Zondeksche Einheit nur einen luteinisierter 
Kérper fordert, so muB man annehmen, dafB ein Bruchteil von 1 ; 
dieser Kristalle der Zondekschen Einheit entsprechen wird. 

Weitere Untersuchungen zur Feststellung der Reinheit und der 
Dosierung, wie auch der chen.ischen Eigenschaften der Kristalle sind 


im Gange. 


Ich méchte an dieser Stelle Herrn Dozent Dr. G. Szule fiir die EF) 
moglichung der Ausfiihrung dieser Arbeit, wie auch Frl. Dr. A. Grabowska 
fiir die Mithilfe bei den histologischen Untersuchungen meinen besten 
Dank aussprechen. 


Literatur. 
Zondek wu. Aschheim, Klin. Wochensehr. 1927, 8. 248 u. 1322. 
Bb. Zondek, ebenda 19380. 8. 245. Derselbe, ebenda 1931. S. 1484. 
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Uber die Abhingigkeit des osmotischen Druckes und des 
Micellargewichtes von Gelatinelésungen von der Temperatur 
bzw. von der Vorgeschichte der Lésungen. 


Zu der Erwiderung (1) M. Frankels auf unsere Bemerkungen (2) zu dieser 
Arbeit (3). 


Von 
J. Eggert und HL. Bineer. 


| Eingegangen am 7. Oktober 1952. | 


Frankels bewubte (1) Vernachlassigung des Solvatationsdruckes ist. 
wie bereits bemerkt, ohne weiteres statthaft. solange es sich um die gréen- 
ordnungsmaBige Bestimmung der Teilchenzahl bzw. -gréBe  lyophiler 
Kolloide in einem Temperatur-Konzentrationsgebiet handelt, in dem der 
Solvatationsdruck nur eine verhaltnismaBig geringe Rolle spielt. 

Will man aber aus der Temperaturabhangigkert des experimentell 
bestimmten osmotischen Druckes Riickschliisse auf den Assoziationsgrad 
des untersuchten Kolloids ziehen, so darf man den Solvatationsdruck nu 
dann vernachlassigen, wenn man weiter annimmit,. dal} sich der Solvatations- 
druck mit der Temperatur nicht oder héchstens in dem Mae andert, wie 
der van “t Hoffsche Druck selbst. 

DaB diese Annahme nicht ohne weiteres zulassig ist, beweist Ostiwalds 
Auswertung (4) der Messungen HKroepelins von Kautschuk in Benzol bei 
11° und 40° Die experimentell gemessene starke Erhéhung des osmotischen 
Druckes mit der Temperatur ist keineswegs auf eine ebenso starke Desaggre- 
gation des Kautschuks zuriickzufiihren, sondern entfallt zum iiberwiegenden 
Teil auf das Anwachsen des Solvatationsdruckes. Da die Celatine nach 
Wo. Ostwald (l.¢.) ebenso wie der Kautschuk einen positiven Temperatur- 
koeffizienten des Solvatationsdruckes besitzt, sind bei thr analoge Ver- 
haltnisse durchaus méglich. Wir halten daher unsere Behauptung aufrecht, 
daB die Temperaturabhangigkeit des gemessenen osmotischen  Druckes 
erst dann als Ma®stab fiir den Aggregationszustand verwendbar ist. wenn 
der Solvatationsdruck berticksichtigt wird. 

Frankel halt es nicht fiir zweckmabig, fiir die chemusche Betrachtung 
der kolloidléslichen hochmolekularen Solvatations- und Aggregations- 
erscheinungen grundsatzlich zu unterscheiden. Im Gegensatz hierzu halten 
wir es fiir unerlaBlich, hier, wie man dies auch bei molekulardispersen 
Stoffen tut, streng zu trennen, 1. zwischen Solvatationserscheinungen, also 


Wechselwirkungen zwischen geléstem Stoff und L6sungsmittel und 2. Aggre- 
gationserscheinungen, d. h. Wechselwirkungen der gelésten Teilchen unter- 
einander. Erstere sind fiir alle lyophilen Kolloide typisch, wahrend letztere 
in erheblichem MaBe individuell von der Natur des Kolloids abhangig sind. 

Frankel bemiangelt ferner, daB wir bei der Diskussion der Aggregations- 
erscheinungen der Gelatine lediglich Arbeiten von 1929 an anttihren, ohne 
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aut seine fritheren Verétfentlichungen von 1927 einzugehen. Es lag keines 
wegs in unserer Absicht, eine vollstaéndige Literaturiibersicht zur Frag: 
der Aggregationserscheinungen der Gelatine zu geben. Vielmehr habe: 
wir uns auf die Betrachtung reversibler Vorgange beschrankend (5) 
lediglich einige Arbeiten aus neuerer Zeit angefiihrt, deren experimentel|; 
Betunde als Bewerse fiir die Existenz eines konzentrations- und temperatur 
abhangigen Aggregationsgleichgewichts der Gelatineteilchen anzusehen sind 
Das von Frankel in seinen von ihm angefiihrten Arbeiten gegeben: 


experimentelle Material ist soweit es sich aut wmkehrbare Veranderungen 
bezieht mit der Existenz eines solchen Aggregationsgleichgewichts 


zwar vereinbar, nicht aber dafiir beweisend, wie es allerdings die Temperatur- 
abhangigkeit des osmotischen Druckes wire, sobald der Einflu des Sol 
vatationsdruckes eliminiert ist. 

Fur die von Frankel beobachteten und von Gerngross und Mitarbeitern (6) 
bestatigten nicht wnkehrbaren Verainderungen fallt es eben wegen dieser 
Irreversibilitat schwer, eine Desaggregation im gew6hnlichen Sinne (d. h. eine 
Wirkung van der Waalsscher Krafte) als Ursache anzunehmen. Gerngross 
laBt auBer der Méglichkeit eines sehr geringen analytisch nicht nachweisbaren 
Peptidabbaues langer Ketten die Méglichkeit der Spaltung anderer als 
peptidartiger Hauptvalenzbindungen offen. Letztere Mdglichkeit wird 
gestiitzt durch die experimentellen Befunde von Fodor und Schénfeld (7), 
die durch thermischen Abbau der Gelatine in Glycerinlésung zu wohl- 
charakterisierten, niedrigmolekularen Spaltprodukten ohne Vermehrung des 
Aminostickstofis gelangen. Fodor (8) prazisiert in einer spateren Arbeit diese 
 anhydrolytische** Spaltung als einen tautomeren Ubergang einer Enolform 

C(OH)—-N— . 

| in die Ketoform — NH ; 
C(OH) —-N CO-S8 
also als L6sung von Hauptvalenzen. DemgemaB laBt sich also der jrreversible 
Teil der von Frankel und Gerngross beobachteten thermischen Veranderungen 
zwanglos deuten als ein der eigentlichen Hydrolyse vorangehender Depoly- 
merisationsvorgang, mOglicherweise bereits verbunden mit einem geringen, 
analytisch nicht nachweisbaren Anteil echter Hydrolyse!. 
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' Nach 500stiindiger Behandlung im Brutschrank sinkt nach Frankel (3) 
das bei 22° C gemessene Molekulargewicht der Gelatine von 24000 auf 16500. 
Bei rein hydrolytischem Abbau wiirde sich dies in einer Zunahme des 
Aminosticktoffs um noch nicht 0,5°, des Gesamtstickstoffs auswirken. 

Ein analytisch belegter Versuch Frankels mit etwa gleich langer 
thermischer Einwirkungsdauer (651 Stunden) (9) weist aber eine Zunahme 
des Aminostickstoffs um fast 1,5°) auf, so daB man die Existenz eines 
hydrolytischen Abbaues durch die experimentellen Befunde Frankels 
keineswegs als ausgeschlossen ansehen darf. 
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